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RESUMEN

Ibuprofeno y Tiocolchicésido son dos principios activos utilizados para el alivio efectivo
del dolor, su uso combinado produce una mayor eficiencia y recuperacién funcional mas
rapida, ya que permite aliviar tanto el proceso inflamatorio resultante de la lesion tisular,
como el espasmo muscular asociado. ElI método analitico para la determinacion
simultanea de ambos principios activos no aparece reportado en ninguna de las
monografias oficiales, es por esto que, se propuso desarrollar y validar una metodologia
analitica por HPLC para la determinacion simultanea de la cantidad de Ibuprofeno y
Tiocolchicosido en tabletas.

Las condiciones cromatograficas optimizadas para la separacion y analisis de ambos
componentes fueron: Columna Hamilton PRP-1 (5um, 4,1 x 150 mm), fase movil
constituida por Metanol: Acetonitrilo: Agua en proporciones (10:20:70) % v/v al 0,05 %
de Trietilamina, esta fase movil fue ajustada a pH 8,0 £ 0,1 con acido ortofosforico al 85
%, el flujo de fase movil fue de 1,3 mL/min, un volumen de inyeccién de 5 yL y la

longitud de onda de deteccion fue de 260 nm.

La validacion del método se realiz6 de acuerdo a los requerimientos establecidos en el
apartado <1225> de la USP 38 para la categoria I. EIl método analitico desarrollado y
validado resultdé ser selectivo, exacto, preciso, robusto y lineal en un rango de
concentracion de 3,0 a 9,0 mg/mL para el ibuprofeno y 0,02 a 0,06 mg/mL para el
Tiocolchicosido. En el analisis de un medicamento vencido se demostré como el
método propuesto es capaz de determinar las cantidades de principios activos
presentes, observando una disminucion de la concentracién de los dos activos en el

medicamento vencido.

Palabras claves: Ibuprofeno, Tiocolchicdsido, determinacion, validacién, medicamento

vencido.
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I. INTRODUCCION

El hombre ha sufrido de ciertas enfermedades a través del tiempo, muchas de estas
patologias pueden conducir a la muerte pero también pueden ser tratadas e incluso
erradicadas con el uso de medicamentos naturales y sintéticos. Por esta razon, la
aparicion de medicamentos destinados al tratamiento del dolor, han sido parte

fundamental en el alcance de una mejor calidad de vida.

El dolor se define como una experiencia sensorial y emocional desagradable vinculada
a dafos reales o potencial a los tejidos. Los trastornos musculo-esquelético es un tipo

de dolor que comprende cualquier dafio o trastorno de las articulaciones y otros tejidos
1

Entre los medicamentos utilizados para este tipo de enfermedades se encuentran el
Ibuprofeno y el Tiocolchicésido. Siendo el Ibuprofeno un antiinflamatorio no esteroideo y
uno de los tratamientos mas utilizados en Venezuela como analgésico y antiinflamatorio
en el tratamiento de la osteoartritis y la artritis reumatoidea, entre otras enfermedades °.
Y el Tiocolchicésido es un agente relajante muscular con acciones antiinflamatorias y
analgésicas, es muy utilizado para el tratamiento de los espasmos musculares y los

trastornos reumatolégicos, ortopédicos y traumatolégicos .

Los antiinflamatorios no esteroideos y los agentes relajantes musculares conforman el
tratamiento farmacoldgico del dolor no complicado y su combinacion brinda una
analgesia satisfactoria a la vez que permite aliviar tanto el proceso inflamatorio
resultante de la lesion tisular, como el espasmo muscular asociado, lo que se traduce

en una recuperacion funcional mas rapida. De hecho, varios estudios indican que la



combinacién de antiinflamatorios no esteroideos y relajantes musculares ofrece

beneficios superiores al uso de estos dos medicamentos por separado *.

En Venezuela la combinacién de Ibuprofeno y Tiocolchicésido en forma de tabletas es
una de las mas utilizadas. El método analitico de este tipo de medicamento no aparece
reportado en ninguna de las monografias oficiales, por lo tanto, se propone desarrollar y
validar un método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) para la
determinacion simultanea de la cantidad de Ibuprofeno y Tiocolchicdsido en tabletas.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA.

[1.1. Antiinflamatorios no esteroideos.

La primera opcion en analgesia la constituyen los antiinflamatorios no esteroideos
(AINE's). Farmacolégicamente son descritos como un grupo de farmacos quimicamente
heterogéneos con un mecanismo de accion compartido y reacciones adversas
cualitativamente similares pero con perfiles de seguridad y actividad antipirética,
analgésica y antiinflamatoria diferentes para cada integrante. Se trata de un grupo
farmacologico muy versétil, con utilidad en diversas situaciones clinicas. Son
analgeésicos de alta efectividad en el tratamiento del dolor leve 0 moderado. El rapido
desarrollo farmacoldgico de este grupo y su crecimiento constante ha hecho pasar, en
pocos afios, de un numero reducido de farmacos a mas de 100 moléculas en todo el

mundo “.

Toda la actividad de los AINE's gira alrededor de las inhibicion que ejercen sobre la
enzima ciclooxigenasa (COX), que es la encargada de la sintesis de prostaglandinas,
las cuales a su vez se encargan de diversas actividades fisiol6gicas, incluyendo la

proteccién de mucosas gastrica °.

Las prostaglandinas son acidos grasos compuestos por 20 carbonos que contiene un
anillo de 5 carbonos. Estos compuestos se descubrieron en la década de los 60. Para
hacer referencia a las prostaglandinas se utiliza las letras PG mas otra letra para su
secuencia, el numero o subindice sefala el nimero de dobles enlaces carbono-carbono
gue se encuentran fuera del anillo. Las prostaglandinas se sintetizan de los &cidos

poliinsaturados de veinte carbonos de las membranas °.



I1.2. Ibuprofeno.

El Ibuprofeno (IBU) o &cido (RS)-2-(4-isobutilfenil) propanoico (Figura |) es un
antiinflamatorio no esteroideo, y un reconocido inhibidor no selectivo de la COX. Es
utilizado principalmente como analgésico y antiinflamatorio en el tratamiento de la
osteoartritis y la artritis reumatoidea, entre otras enfermedades. También presenta
propiedades antipiréticas. El IBU es considerado como uno de los compuestos mas

seguros dentro de su clase 2.

Figura I. Estructura del Ibuprofeno.

El ibuprofeno es producto de un largo programa de investigacién que durante la década
de 1950 y 1960 buscaba desarrollar una "super aspirina” para el tratamiento de la
artritis reumatoidea con el objetivo de que ésta fuera tan o mas efectiva que la existente
pero fundamentalmente mas segura. En 1964, dentro de un grupo de promisorios
compuestos, es seleccionado para pasar a la fase de experimentacion clinica. Dos afios
después se aprueba su incorporacion al mercado britanico. En 1972 se aprueban

formulaciones pediatricas. En Estados Unidos es aprobado su empleo en 1974 .



Propiedades fisicas y quimicas del Ibuprofeno.

Tabla I. Propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas del Ibuprofeno.

Formula Ci3H1502

No. CAS 15687-27-1

Peso molecular 206,29 g/mol

Uso Antiinflamatorio, analgésico
Intervalo de fusion 70-78°C

Solubilidad en agua Insoluble

pKa 491

Caracteristicas farmacocinéticas.

El lbuprofeno se absorbe en el tracto gastrointestinal con rapidez después de la
administracion oral en el hombre, pudiendo observarse concentraciones plasmaticas
maximas de 1 a 2 horas. La vida media plasméatica es alrededor de 2 horas. El
ibuprofeno se une en forma extensa (99%) a las proteinas plasmaticas, pero solo ocupa
una fraccién de todos los lugares de union con farmacos en las concentraciones
habituales. Pasa con lentitud a los espacios sinoviales y puede permanecer alli en

concentraciones mayores cuando las concentraciones plasmaticas declinan. La




excrecion de este farmaco es rapida y completa. Mas del 90% de la dosis ingerida se

excreta por orina en forma de metabolitos o sus conjugados °.

Contraindicaciones.

No se recomienda el uso en mujeres embarazadas o en periodo de lactancia. No se
recomienda su uso en menores de 12 afos. No se administrard cuando exista

sensibilidad conocida a la sustancia o al acido acetilsalicilico ’.

Efectos secundarios.

Los efectos secundarios de este medicamento no son muy frecuentes, pero pueden
presentar sintomas como cefalea, mareos, nerviosismo, malestar estomacal o
calambres, vomito con sangre, estrefiimiento, diarrea con sangre, silbido en los oidos,

visién borrosa, inflamacién de manos, pies, tobillos o piernas y sarpullido °.

Método analitico para la determinacion de ibuprofeno.

En la literatura se encuentran una variedad de métodos, oficiales y no oficiales, para la
determinacién de IBP puro y de las distintas formas farmacéuticas que lo contienen.
Algunos de ellos son: titulacion directa con hidréxido de sodio en metanol, titulacion
potenciométrica, cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), espectroscopia UV-

Visible y el andlisis infrarrojo con inyeccién en flujo ®.



La técnica de HPLC es una de las adecuadas debido a su capacidad de separacion,
gran aplicabilidad a diferentes tipos de sustancias, y su capacidad para realizar
determinaciones cuantitativas exactas. Por lo tanto, es la técnica reportada en la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP, por sus siglas en inglés “United States
Pharmacopeia”) para el estudio de ibuprofeno bajo distintas formas farmacéuticas.

[1.3.Tiocolchicosido.

El Tiocolchicésido (TIO) o N-[3-(B-Dglucopiranoxiloxi)-5, 6, 7,9-tetrahidro-1,2-dimetoxi-
10(metiltio) 9-oxobenzo [a] heptalen-7il] acetamida (figura Il) es un agente relajante
muscular con acciones antiinflamatorias y analgésicas, también se utiliza por via topica
para el tratamiento de los espasmos musculares y los trastornos reumatoldgicos,

ortopédicas y traumatoldgicas °.

Figura Il. Estructura del Tiocolchicésido.



El tiocolchicésido es un derivado semisintético sulfurado del colchicésido, un glicosido
natural obtenido del Colchicum autunnale, y se diferencia de este ultimo por la
presencia de un grupo tiometil en sustitucion de un grupo metoxi. Tal como han
evidenciado las investigaciones realizadas en animales de experimentacion y seres
humanos, este farmaco, ademas de exhibir un potente efecto relajante sobre el musculo
estriado, tiene una notable actividad antiinflamatoria y analgésica, por lo que constituye
una opcion adecuada para el tratamiento farmacologico de diversas condiciones
traumaticas, ortopédicas y reumaticas, asociadas a dolor y espasmo de la musculatura
esquelética. El Tiocolchicosido esta indicado para el manejo de los trastornos dolorosos
musculo-esqueléticos no complicados, de intensidad leve a moderada, en los que
predomina el componente muscular (evidenciado por espasmo, espasticidad, puntos
gatillo con un patrén de dolor referido, incremento de la tensién muscular o disminucion
del rango de movimiento). Por sus comprobadas propiedades analgésicas y
antiinflamatorias, Tiocolchicésido es una alternativa satisfactoria al uso de AINE's en
pacientes con dolor agudo que no toleran tales medicamentos o que presentan factores
de riesgo para el desarrollo de complicaciones (gastrointestinales o renales, por
ejemplo) asociadas a la terapia con dichos agentes. Ahora bien, cuando en la génesis
del dolor participan mecanismos inflamatorios, resulta conveniente asociar al
Tiocolchicésido un agente antiinflamatorio no esteroideo; dicha estrategia brinda
particulares beneficios analgésicos en caso de dolor moderado a severo acompafado

de intensa contraccion muscular 1.



Propiedades fisicas y quimicas del Tiocolchicosido.

Tabla Il. Propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas del Tiocolchicosido.

Formula C27H33NO10S
No. CAS 602-41-5
Peso molecular 563,62 g/mol

Uso

Relajante muscular de accion central

Intervalo de ebullicion

929,624°C a 760 mm de Hg

Solubilidad Soluble en agua y en alcohol
Densidad 1,462 g/cm?®

Punto de inflamacién 516,018 °C

indice de refraccion 1,657

pKa *° 12,74

Caracteristicas farmacocinéticas.

Los estudios efectuados en

individuos sanos demuestran que luego de la

administracién oral, Tiocolchicésido exhibe una rapida y satisfactoria absorcion, la cual

comienza a nivel gastrico y no se altera en presencia de alimentos, de modo que
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alcanza concentraciones plasmaticas maximas luego de 0,5 a 1 hora (Tmax) Y tiene una
amplia distribucion tisular. EI metabolismo es principalmente hepético y lleva a la
produccién de tres metabolitos, de los cuales s6lo uno posee actividad biolégica; la vida
media de eliminacion plasmatica es de 2 a 6 horas, como resultado de mecanismos
esencialmente extra-renales, pues 16% a 20% del firmaco es excretado en la orina y el
resto (alrededor de 82%) se elimina con las heces *.

Contraindicaciones.

Entre las contraindicaciones reportadas en la literatura se encuentran: hipersensibilidad

al Tiocolchicésido, paralisis flacida e hipotonia muscular **.

Efectos Secundarios.

Los efectos secundarios del Tiocolchicosido son sedacion, somnolencia, vision borrosa
o doble, estrefiimiento, diarrea, mareo, nerviosismo y confusion, sequedad en la boca,
dispepsia (dolor crénico o recurrente en la parte superior del abdomen, fatiga, dolor de
cabeza, dolor de estdmago, vomito, debilidad y posible dependencia tras el uso

prolongado del mismo .

Método analitico para la determinacion de Tiocolchicésido.

El analisis de Tiocolchicésido en tabletas recubiertas no aparece reportado en ninguna

de las monografias oficiales. Sin embargo, se encontré en una investigacion realizada



11

en la India en el 2013 por Pattanaik y colaboradores, donde utilizan HPLC como técnica
de determinacion de Tiocolchicdsido en tabletas recubiertas.

Il.4. Combinacién Ibuprofeno-Tiocolchicosido.

Actualmente los AINE's y los agentes miorrelajantes conforman la piedra angular del
tratamiento farmacologico del dolor no complicado y su combinacion brinda una
analgesia satisfactoria a la vez que permite aliviar tanto el proceso inflamatorio
resultante de la lesion tisular, como el espasmo muscular asociado, lo que se traduce
en una recuperacion funcional mas rapida. De hecho, varios estudios indican que la
combinacion de AINE's y relajantes musculares ofrece beneficios superiores al uso de

estos dos medicamentos por separado *.

El tratamiento temprano de los trastornos dolorosos es fundamental ya que el control
efectivo del dolor durante la fase inicial de los cambios fisiopatologicos inducidos por la
lesion tisular, disminuye la discapacidad asociada, favorece la recuperacion funcional y
el reintegro rapido de los pacientes a sus actividades cotidianas, a la vez que esta
asociado a una mejor evolucion y previene la progresion hacia un problema doloroso
cronico. Ello implica no solo brindar una analgesia efectiva, sino eliminar, ademas, el
espasmo muscular que, a menudo, acompafia a las condiciones dolorosas agudas,
subagudas y cronicas originadas en las estructuras de la unidad musculo-osteo-
tendinosa pues la contraccidbn muscular refleja y la subsiguiente sobrecarga de tension
pasiva en los tejidos del area afectada son los principales factores exacerbadores del

dolor y favorecen la persistencia del mismo *.
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Segun las guias de la Sociedad Americana del Dolor (The American Pain Society) y el
Colegio Americano de Médicos (American College of Physician) el acetaminofén, los
AINE's tradicionales y los relajantes musculares son los agentes de primera linea para
el tratamiento de la dorsolumbalgia y otros dolores agudos inespecificos *.

Il.5. Métodos Cromatograficos.

Segun la definicion establecida por la IUPAC (Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada) la cromatografia es un meéetodo, usado principalmente para la separacion de
los constituyentes de una muestra, en la cual los componentes de la muestra se
distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras la otra es movil. La
fase estacionaria puede ser un sélido, o un liquido retenido sobre un soporte solido o
gel. La fase estacionaria puede estar extendida como una capa o distribuida como una

pelicula *2.

La fase movil transfiere al analito a través del sistema cromatografico, hasta que éste
finalmente emerge separado de otros solutos que eluyen antes o después. En general,
el analito es transportado a través del medio de separacion mediante una corriente de
disolvente liquido o gaseoso denominado “eluente”. La fase estacionaria puede actuar
mediante adsorcién, como en el caso de adsorbentes como la alimina activada y el gel
de silice, o puede actuar por disolucion del analito, produciendo una particién del analito
entre la fase estacionaria y la movil. En el Uultimo proceso, se utiliza como fase
estacionaria un recubrimiento liquido aplicado sobre un soporte inerte o unido
guimicamente al gel de silice, o aplicado directamente en la pared de un capilar de

silice fundida *3.
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Cromatografia de liquidos.

La cromatografia de liquidos es la técnica analitica de separacion mas ampliamente
utilizada. Las razones de su popularidad son su sensibilidad, su facil adaptacién a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para automatizarla, su capacidad
para separar especies no volatiles o termolabiles, pero sobre todo, su amplia
aplicabilidad a sustancias que son importantes en la industria, muchos campos de la
ciencia y para la sociedad en general. En la actualidad, toda la cromatografia de

liquidos se efectua con flujo presurizado y se utilizan las siglas LC o HPLC sin distincion
14

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en ingles “High
Pressure Liquid Chromatography”), a veces llamada cromatografia de liquidos de alta
resolucién, es una técnica de separacion basada en una fase estacionaria solida y una
fase movil liquida. HPLC tiene ventajas distintivas sobre la cromatografia de gases para
el andlisis de compuestos organicos. Los compuestos que se van a analizar se
disuelven en un disolvente adecuado y la mayoria de las separaciones tienen lugar a
temperatura ambiente. Por lo tanto, la mayoria de los farmacos, aun siendo compuestos
no volatiles o térmicamente inestables, pueden cromatografiarse sin descomposicion o
sin necesidad de hacer derivados volatiles. La mayoria de los andlisis farmacéuticos se

basan en la cromatografia de particion y se completan dentro de los 30 minutos *2.

Cromatografia de reparto.

HPLC es una de las técnicas cromatograficas de reparto mas utilizadas, al principio, en

la cromatografia de reparto se utilizaban columnas del tipo liquido-liquido. En la
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actualidad estas han sido reemplazadas por columnas de fase liquida unida
guimicamente a un soporte sdlido. En la cromatografia liquido-liquido, la fase liquida se
mantiene en su lugar mediante adsorcion fisica, mientras que, en la cromatografia de
fase unida, la misma esta ligada por medio de un enlace i6nico, lo que da por resultado
rellenos muy estables e insolubles en la fase movil. Asimismo, las columnas de fase

unida son compatibles con las técnicas de elucion con gradiente **.

En cromatografia de reparto, los soportes para casi todos los rellenos de fases unidas
guimicamente se preparan con silice rigida o composiciones constituidas basicamente
por silice. Estos solidos estan formados por particulas mecanicamente resistentes,
porosas y uniformes, con diametros de 1,5 a 10 ym, pero las particulas de 3 a 5 pm son
las mas comunes. La superficie de la silice totalmente hidrolizada (hidrolizada por
calentamiento con HCI 0,1 M durante uno o dos dias) esta constituida por grupos silanol

quimicamente reactivos (ver figura ll) **.

OH OH OH OH

ol o] o
JJJEJJJE
Si  Si S Si

Figura lll. Estructura de la superficie de silicato totalmente hidrolizada.

Los siloxanos se forman gracias a la reaccion de la superficie de silicato hidrolizada
con un organoclorosilano, en la figura IV se muestra la estructura de los siloxanos, en

donde R es un grupo alquilo o un grupo alquilo sustituido **.
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—8i—OH+Cl—S8i—R—-—8i—0—S§8i—R
N NeH, D N CH;

Figura IV. Siloxanos

Con base en las polaridades relativas de las fases movil y estacionaria, se distinguen
dos tipos de cromatografia de reparto. En un principio, la cromatografia de liquidos
utilizaba fases estacionarias de elevada polaridad, como el agua o el trietilenglicol; y
como fase movil se empleaba un solvente relativamente no polar, como el hexano o el
isopropileter. Ahora a este tipo de cromatografia se le conoce como cromatografia en
fase normal. En la cromatografia en fase inversa, la fase estacionaria es no polar, con
frecuencia un hidrocarburo, y la fase movil es un solvente relativamente polar, como

agua, metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano **.

Cromatografia de par idnico.

Es un tipo de cromatografia de reparto en fase inversa que se utiliza para la separacion
y determinacion de especies idnicas. En la cromatografia de pares iénicos la fase movil
esta constituida por una disolucion tampén acuosa que contiene un disolvente organico
como metanol o acetonitrilo, y un compuesto iénico que aporta un contraién de carga
opuesta a la del analito. Un contraidon es un ion que se combina con el ion del analito
para formar una pareja de iones, que es una especie neutra que es retenida por el
relleno de la fase inversa. Obsérvese que la mayoria de los contraiones enumerados en
la Tabla Il poseen grupos alquilo que mejoran las caracteristicas de retencion, del par

ibnico resultante, sobre la fase estacionaria no polar. La elucion de los pares idnicos se
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consigue mediante una disolucién acuosa de metanol o de otro disolvente organico

soluble en agua *°.

Tabla lll. Sistemas para cromatografia de pares idnicos en fase inversa.

Muestra Fase movil Contraién Tipo de fase

estacionaria

Aminas 0,1 M HCIO4/H,O/acetonitrilo ClO4 FUQ

H,O/CH30H/H,SO4 C12H25S035 FUQ

Acidos carboxilicos pH 7,4 (C4Hg)aN* FUQ
pH 7,4 (CaHg)aN" L

- Fase unida quimicamente (FUQ).

- 1-pentanol adsorbido (L).

En la cromatografia de pares idnicos se proponen dos mecanismos de separacion, en
el primero, el contraién forma un par ionico sin carga con un ion del soluto de carga
opuesta en la fase movil. Después, este par i6nico se divide en la fase estacionaria no
polar, lo que da una retencion diferencial de los solutos con base en la afinidad del par
de iones de las dos fases. Otra posibilidad es que el contraion sea retenido fuertemente
por la fase estacionaria hormalmente neutra y le imparta una carga. La separacién de
los iones de soluto organico de carga opuesta ocurre luego por la formaciéon de
complejos reversibles de pares ionicos con los solutos retenidos con mas firmeza que
forman los complejos mas fuertes con la fase estacionaria. Algunas separaciones
Unicas de compuestos tanto idnicos como no iénicos en la misma muestra pueden

lograrse mediante esta forma de cromatografia de reparto **.
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[1.6. Validacién de método analitico.

Segun el compendio de validacién de métodos <1225> USP 38, la validacién de un
método analitico es el proceso que establece, mediante estudios en laboratorio, que las
caracteristicas de desempefio del procedimiento cumplen los requisitos para las
aplicaciones analiticas previstas. Las caracteristicas de desempefio analitico habituales
gue deben considerarse en la validacion de los tipos de procedimientos son, exactitud,
precision, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad, intervalo
y robustez. Dado que las opiniones pueden diferir respecto a la terminologia y al uso.

Los requisitos de las pruebas farmacopeicas van desde valoraciones analiticas muy
rigurosas hasta evaluaciones de atributos subjetivos. Considerando esta amplia
variedad, es légico que diferentes procedimientos de prueba requieran diferentes

esquemas de validacion. Estas categorias se indican a continuacion.

Categoria I: Los procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos en productos farmacéuticos

terminados.

Categoria Il: Los procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados.

Estos procedimientos incluyen andlisis cuantitativos y pruebas de limite.

Categoria lll: Los procedimientos analiticos para la determinacién de las caracteristicas

de desempefio (por ejemplo, disolucién, liberacion del farmaco).

Categoria IV: Pruebas de identificacién. Para esta categoria solo se requiere la prueba

de especificidad. Una de las pruebas de identificacién puede ser el HPLC, usualmente
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consiste en la comparacion del tiempo de retencién o el tiempo de retencién relativo de
una muestra comparada con un estandar bajo las mismas condiciones cromatograficas
y el mismo dia. El incremento en el uso de detectores de arreglos de diodos (PDA)
acoplados a HPLC permiten adicionalmente la comparacion de espectros UV de

estandares y muestras.

Para cada categoria, se requiere diferente informacion analitica. En la Tabla IV se
indican los elementos de datos que normalmente se requieren para cada una de estas

categorias *°.

Tabla IV. Datos requeridos para la validacion.

Caracteristicas | Categoria | Categoria ll Categoria | Categoria
de Desempefio 1l v
Analitico Analisis Prueba
cuantitativos | de limite
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de No No Si * No
deteccion
Limite de No Si No * No
cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

*Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.

Datos tomados de <1225> USP 38.
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[1.6.1. Pardmetros de validacion.

Exactitud.

La exactitud de un procedimiento analitico es la proximidad entre los resultados de la
prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero, debe establecerse

en todo su intervalo.

- En la valoracion de un farmaco, la exactitud puede determinarse mediante la
aplicacion del procedimiento analitico con respecto a un analito de pureza conocida (por
ejemplo, un Estandar de Referencia), o comparando los resultados del procedimiento
con los de un segundo procedimiento bien caracterizado, cuya exactitud se haya

comprobado o definido.

En el analisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe evaluarse en muestras (del
farmaco o del producto farmaceéutico) a las que se hayan agregado cantidades
conocidas de impurezas. Cuando no sea posible obtener muestras de algunas
impurezas o productos de degradacion, los resultados deben compararse con los
obtenidos mediante un procedimiento independiente. En ausencia de otra informacion,
puede resultar necesario calcular la cantidad de una impureza basandose en la
comparacion de su respuesta con la del farmaco, pero el cociente entre las respuestas
de cantidades iguales de la impureza y del farmaco (factor de respuesta relativo) debe

ser utilizado siempre que se lo conozca.
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La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la cantidad valorada con
respecto a la cantidad conocida de analito afladida a la muestra, o como la diferencia
entre la media de la valoracion y el valor verdadero aceptado, considerando los

intervalos de confianza.

Los documentos de la Conferencia Internacional de Armonizacioén (ICH por sus siglas
en inglés) recomiendan que se evalué la exactitud utilizando al menos nueve
determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion, cubriendo el
intervalo especificado (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones repetidas

de cada concentracion) *°.

Precision.

La precisibn de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente
a multiples muestreos de una muestra homogénea, habitualmente se expresa como la
desviacién estandar o la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion) de una
serie de mediciones. La precision puede ser una medida del grado de reproducibilidad o
de repetibilidad del procedimiento analitico en condiciones normales de operacion. En
este contexto, la reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento analitica en
diferentes laboratorios, como por ejemplo en un estudio en colaboracion. La precision
intermedia (también conocida como tolerancia o fortaleza) expresa la variacién dentro
de un laboratorio, por ejemplo en diferentes dias, con diferentes analistas o con equipo
diferente dentro del mismo laboratorio. La repetibilidad se refiere a la utilizacién del
procedimiento analitico en un laboratorio durante un periodo de tiempo corto realizado

por el mismo analista con el mismo equipo.
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- La precision de un procedimiento analitico se determina mediante el andlisis de
un numero suficiente de alicuotas de una muestra homogénea que permita calcular
estadisticamente estimaciones vélidas de la desviacion estandar o de la desviacion
estandar relativa (coeficiente de variacidén). Los analisis en este contexto son analisis
independientes de muestras que se han llevado a cabo mediante el procedimiento
analitico completo, desde la preparacién de las muestras hasta el resultado final de las

pruebas.

Los documentos de la ICH recomiendan que se evalué la repetibilidad utilizando un
minimo de nueve determinaciones que cubran el intervalo especificado para el
procedimiento (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada
concentracion, o un minimo de seis determinaciones al 100% de la concentracion de

prueba) *°.

Es posible estudiar la precision mediante la evaluacion de la repetibilidad,

reproducibilidad y la precisién intermedia *’.

- Repetibilidad: Estudia la precision de un grupo de determinaciones realizadas
tanto al patrén como a la muestra a la concentracién de trabajo. Estas mediciones son

realizadas por un analista, en un mismo dia empleando los mismos equipos *'.

- Precision intermedia: Mide la dispersién 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 *’.
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- Reproducibilidad: Inspecciona el desempefio de procedimiento analitico cuando

se realiza en diferentes laboratorios *’.

Especificidad.

La especificidad es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en
presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, como impurezas,
productos de degradacién y componentes de la matriz. La falta de especificidad de un
procedimiento analitico individual puede compensarse usando otros procedimientos

analiticos complementarios.

- En analisis cualitativos (pruebas de identificacion), debe demostrarse la
capacidad de distinguir compuestos de estructura estrechamente relacionada cuya
presencia resulta probable. Esta capacidad deberia confirmarse mediante la obtencion
de resultados positivos a partir de muestras que contengan el analito (quizas mediante
comparacion con un material de referencia conocido), junto con resultados negativos de
muestras que no contengan dicho analito, y mediante la confirmacion de que no se
obtiene una respuesta positiva de materiales con estructura similar o estrechamente

relacionada a la del analito.

En un procedimiento analitico para impurezas, la especificidad puede establecerse
mediante la adicién al farmaco o producto farmacéutico de una cantidad conocida de
impurezas en concentraciones adecuadas, y la demostracion de que esas impurezas se

determinan con exactitud y precision adecuadas.
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Si no se dispone de estandares de impureza o de los productos de degradacion, puede
demostrarse la especificidad comparando los resultados de las pruebas de muestras
gue contengan impurezas o productos de degradacion con los de un segundo
procedimiento bien caracterizado (por ejemplo, un procedimiento farmacopeico u otro
procedimiento validado). En una valoracion, deben compararse los resultados; en
pruebas de impureza cromatogréfica, deben compararse los perfiles de impurezas.

Los documentos de la ICH afirman que cuando se utilizan los procedimientos
cromatograficos, deberan presentarse cromatogramas representativos para demostrar
el grado de selectividad y los picos deberan identificarse adecuadamente. Las pruebas
de pureza de picos (por ejemplo, utilizando redes de diodos o espectrometria de masa)
pueden resultar Utiles para demostrar que el pico cromatografico del analito no puede

atribuirse a mas que un solo componente *°.

La especificidad cominmente se examina con:

- Estudios de degradacion: Se somete la muestra a condiciones de degradacion
artificial o forzada, con: calor, luz, humedad, hidrolisis acido-base y oxidacién; con la
finalidad de determinar su estabilidad mediante la comparacion de las respuestas
obtenidas contra una muestra y un patron control. En general, recomiendan que la

degradacion no sea mayor del 20 % de la concentracién inicial *%.
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- Evaluacion de la pureza de la banda: Permite demostrar que la sefial obtenida
corresponde a un s6lo componente o0 existe alguna otra sustancia superpuesta con la

banda del analito 2.

Limite de deteccion.

El limite de deteccion es una caracteristica de las pruebas de limite. Es la cantidad
minima de analito en una muestra que puede detectarse, aunque no necesariamente
cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. Las pruebas de limite
simplemente comprueban que la cantidad de analito se encuentra por encima o por
debajo de un nivel determinado. El limite de deteccion se expresa habitualmente en
forma de concentracion de analito (por ejemplo, porcentaje, partes por millon) en la

muestra.

Puede determinarse a través de una estimacion estadistica con la siguiente expresion:

__33Sy/x
T s

LD Ecuaciéon 1

Donde S y/x = desviacion estandar de la respuesta.

S = pendiente de la curva de calibracion.
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Limite de cuantificacion.

El limite de cuantificacion es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas de
compuestos que se encuentran en baja concentracion en la matriz de una muestra,
como por ejemplo: impurezas en farmacos a granel y productos de degradacién en
productos farmacéuticos terminados. Es la minima cantidad de analito en una muestra
gue se puede determinar con precision y exactitud aceptables en las condiciones
experimentales indicadas. El limite de cuantificacion se expresa habitualmente en forma

de concentracion de analito (por ejemplo, porcentaje, partes por millén) en la muestra.

Puede determinarse a través de una estimacion estadistica y se expresa como:

10Sy/x
S

LC = Ecuacién 2

Donde S y/x = desviacion estandar de la respuesta.

S = pendiente de la curva de calibracion.

Linealidad e intervalo.

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener resultados de
prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una
transformacion matematica bien definida, a la concentracion de analito en muestras en
un intervalo dado. En esta seccion, la “linealidad” se refiere a la relacién entre la
concentracion y la medida de valoracion. En algunos casos, para lograr la linealidad, es

necesario transformar la concentracion y/o la medida. (Notar que los factores de
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correccion usados en el analisis de regresion pueden cambiar cuando se aplica la
transformacion.) Las transformaciones posibles pueden incluir el logaritmo, la raiz
cuadrada, o la reciproca, aunque otras transformaciones son aceptables. Si no se
puede lograr la linealidad, se puede utilizar un modelo no lineal. El objetivo es obtener
un modelo que describa con precision la relacion de concentracion versus respuesta, ya

sea lineal o no lineal.

El intervalo de un procedimiento analitico es la amplitud entre las concentraciones
inferior y superior del analito (incluyendo esos niveles) en la cual se puede determinar al
analito con un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad utilizando el
procedimiento segun se describe por escrito. El intervalo se expresa normalmente en
las mismas unidades que los resultados de la prueba (por ejemplo, porcentaje, partes

por millén) obtenidos mediante el procedimiento analitico.

- La linealidad debe establecerse en el intervalo completo del procedimiento
analitico. Deberia establecerse inicialmente mediante examen visual de un gréafico de
sefiales como funcién de concentracion de analito del contenido. Si parece existir una
relacion lineal, los resultados de la prueba deberian establecerse mediante métodos
estadisticos adecuados (por ejemplo, mediante el calculo de una linea de regresion por
el método de los minimos cuadrados). Los datos obtenidos a partir de la linea de
regresion pueden ser Utiles para proporcionar estimaciones matematicas del grado de
linealidad. Se deberian presentar el coeficiente de correlacion, la interseccién con el eje
de ordenadas, la pendiente de la linea de regresién y la suma de los cuadrados

residuales.
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El intervalo del procedimiento se valida verificando que el procedimiento analitico
proporciona precision, exactitud y linealidad aceptables cuando se aplica a muestras

gue contienen el analito en los extremos del intervalo, al igual que dentro del intervalo.

La ICH recomienda que, para establecer la linealidad, se utilicen normalmente un
minimo de cinco concentraciones *° y el coeficiente de correlacion debe ser > 0,999.

Robustez.

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no
resultar afectado por variaciones pequefias pero deliberadas en los parametros
enumerados en la documentacion del procedimiento, y a la vez, da una idea de su
aptitud durante su uso normal. La robustez puede determinarse durante la etapa de
desarrollo del procedimiento analitico *°.En el caso de métodos analiticos realizados por
cromatografia liquida, algunos de los factores de estudio mas comunes son, influencia
de las variaciones de pH en la fase movil, influencia de las variaciones en la

composicion de la fase mévil, temperatura, velocidad de flujo *.

En la seleccién de variables a considerar debe utilizarse todo el conocimiento ya
adquirido durante el desarrollo analitico para minimizar el nUmero de ensayos a realizar.
Cuando los factores a evaluar en el estudio de la robustez son muchos, se recurre a un

disefio global que permite agruparlos, reduciendo el nimero de ensayos a efectuar *%.
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Un disefio muy utilizado es el de Placket y Burman, que permite estudiar el efecto de n
variables en n+1 ensayos. El primer paso consiste en construir la matriz de disefio. La
matriz de disefo es la relacion que define el valor que deben tomar los factores en cada
uno de los experimentos a realizar 2. En la tabla V se ejemplifica el estudio de 3
variables en 8 ensayos. Las variables seleccionadas se indican con letras: las
mayusculas (A, B, C) corresponden al nivel alto y las letras minasculas (a, b, ¢) al nivel
bajo de la variable en cuestion, donde A, a es el flujo de la fase mévil en mL/min, B, b
es pH de la fase movil y C, ¢ es concentracion del solvente organico en la fase movil en
mg/mL. Luego se selecciona uno o mas parametros a medir y se obtienen los

resultados indicados con las letras s, t, u, v, w, X, y, z 2

Tabla V. Disefio para 3 variables en un estudio de robustez segun Placket y Burman.

Experimento A a B,b C,c Resultados
1 a b c S
2 A b C T
3 a B c U
4 A B c \%
5 a b C W
6 A b C X
7 a B C Y
8 A B C Z
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Una vez efectuado el experimento, se procede a calcular la diferencias de medias para

cada parametro en forma individual (ver tabla V1) *2,

Tabla VI. Calculo de la diferencia de respuesta para cada parametro.

Parametros Diferencia
A-a Va= Y4 (SH+U+W) - Y4 (WHX+Y+2)
B-b Vg= Y4 (SH+U+W) - ¥4 (WHX+y+2)
C-c V= Ya (SHt+u+w) - ¥ (W+x+y+2)

Para decidir si un parametro tiene influencia significativa sobre el resultado, se compara
la diferencia obtenida para el cambio efectuado sobre ese parametro y el producto de s

(desviacién estandar del estudio de precisién) y raiz de 2 *2.

Si | Vg |>s V2 = diferencia significativa
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[ll. ANTECEDENTES

Ibuprofeno.

Farmacopea de Estados Unidos (USP). 2007 &,

La USP 38 NF 33 describe el andlisis para la determinacion de la pureza de Ibuprofeno
en tabletas. Indicando que a través de un analisis por HPLC, las tabletas de Ibuprofeno
deben contener no menos de 90,0 por ciento y no mas de 110,0 por ciento de la

cantidad declarada de Ibuprofeno (C13H1505).

Condiciones analiticas recomendadas en este documento oficial para el método de
HPLC.

Fase movil: Disolver 4,0 g de acido cloroacético en 400 mL de agua y ajustar con
hidroxido de amonio a un pH de 3,0. Agregar 600 mL de acetonitrilo, filtrar y

desgasificar. Hacer ajustes si fuera necesario.

Solucién de estandar interno: Preparar una solucion de valerofenona en fase movil

con una concentracion de aproximadamente 0,35 mg/mL.
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Preparaciéon estandar: Disolver una cantidad pesada con exactitud de ER Ibuprofeno
USP en la Solucion de estandar interno para obtener una solucion con una

concentracion conocida de aproximadamente 12 mg/mL.

Solucién estadndar de 4-Isobutil acetofenona: Disolver cuantitativamente una
cantidad pesada con exactitud de 4-isobutil acetofenona en acetonitrilo hasta obtener
una solucién con una concentracion conocida de aproximadamente 0,6 mg/mL. Agregar
2,0 mL de esta solucion madre a 100,0 mL de Solucion de estandar interno y mezclar
hasta obtener una solucién con una concentracion conocida de aproximadamente 0,012

mg de 4-isobutil acetofenona por mL.

Preparacion de valoracion: Pesar y reducir a polvo fino no menos de 20 Tabletas.
Transferir una porcién del polvo, pesada con exactitud, equivalente a 1200 mg de
Ibuprofeno, a un recipiente adecuado, agregar 100,0 mL de solucion de estandar
interno y agitar durante 10 minutos. [NOTA: En el caso de Tabletas recubiertas, colocar
un namero de Tabletas, contado con exactitud, equivalente a no menos de 1200 mg de
ibuprofeno, en un recipiente; agregar un volumen, medido con exactitud, de solucion de
estandar interno suficiente para obtener una preparacion de valoracion que contenga
aproximadamente 12 mg/mL de ibuprofeno y aproximadamente 15 perlas de vidrio,
agitar hasta la desintegracion total de las Tabletas]. Centrifugar una porcion de la
suspension asi obtenida y usar el sobrenadante transparente como preparacion de

valoracion.

Sistema cromatografico: Equipar un cromatdgrafo de liquidos con un detector a 254
nm y una columna de 4,6 mm x 25 cm rellena con material L; (C1g). La velocidad de flujo

es aproximadamente 2 mL por minuto.
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- Cromatografiar la preparacion estandar y registrar el cromatograma segun se
indica en el procedimiento: los tiempos de retencidén relativos son aproximadamente
0,75 para el ibuprofeno y 1,0 para la valerofenona; los factores de asimetria para los
picos individuales no son mayores de 2,5; la resolucion, R, entre ibuprofeno y
valerofenona no es menor de 2,5; y la desviacion estandar relativa para inyecciones

repetidas no es mas de 2,0%.

- Cromatografiar la Solucion estandar de 4-isobutil acetofenona y registrar el
cromatograma segun se indica en el procedimiento: los tiempos de retencion relativos
son aproximadamente 1,0 para la valerofenona y 1,2 para la 4-isobutil acetofenona; los
factores de asimetria para los picos individuales son no mas de 2,5; la resolucion, R,
entre valerofenona y 4-isobutil acetofenona no es menor de 2,5; y la desviacion

estandar relativa para inyecciones repetidas no es mas de 2,0%.

Procedimiento: Inyectar por separado en el cromatografo voliumenes iguales
aproximadamente 5 pL de la preparacion estandar, de la preparacion de valoracion y de
la solucion estandar de 4-isobutil acetofenona, registrar los cromatogramas y medir las
respuestas correspondientes a los picos principales. Calcular la cantidad, en mg de

ibuprofeno (C,3H180,) en cada Tableta tomada, por la formula:
mg de Ibuprofeno/Tableta= 100 C (A /W) (RU / RS)

En donde C es la concentracion, en mg por mL de Ibuprofeno USP en la preparacion
estandar; A es el peso promedio, en mg de una tableta; W es el peso, en mg del polvo
de las tabletas tomado para preparar la preparacién de valoracion; y RU y RS son los
cocientes de respuesta correspondientes a los picos de ibuprofeno y valerofenona,

obtenidos de la preparacion de valoracién y la preparacion estandar, respectivamente.



33

En el caso de tomar tabletas intactas, calcular la cantidad, en mg de ibuprofeno
(C13H180,) en cada tableta, por la férmula:

mg de Ibuprofeno/Tableta= (CV / N) (RU / RS)

En donde V es el volumen, en mL, de la soluciébn de estandar interno usado para
preparar la preparacion de valoracion; N es el numero de tabletas tomadas; y los otros

términos son los definidos anteriormente.

Desarrollo de métodos de ensayo y validacién de comprimidos de Ibuprofeno por
HPLC. Sovan Pattanaik, Sangeeta Mukhi, Gurudutta Pattnaik y Jasmin Panda.

Publicado en el afio 2013 *°.

Este método se desarroll6 en un cromatografo Alliance 2695, con una columna C18
(Hypersil BDS, 150 x 4,6 mm, 5 ym) en modo isocratico y usando como fase maovil una
mezcla tampon y acetonitrilo en una relacion de 40:60 % (v/v). El tampon consto de
agua grado HPLC: trietilamina: acido ortofosforico (1000 mL: 1 mL: 0,5 mL). El método
lo llevaron a cabo con una velocidad de flujo de 1,5 mL/min y volumen de inyeccién de
10 uL, con una longitud de onda de trabajo de 220 nm. El tiempo de ejecucion total

cromatografico fue de 5 minutos y la temperatura de la columna fue mantenida a 25°C.

Los patrones los realizaron con 40 mg de ibuprofeno estandar en un matraz aforado de
100 mL, luego le afiadieron 70 mL del diluyente 1 (tampdn 20: acetonitrilo 80) utilizando
ultrasonido, completando el volumen con diluyente 1 y mezclando bien. Luego tomaron
5 mL de la preparacion y lo transfirieron a un matraz volumétrico de 25 mL, enrasando
con diluente 2 (tampdn 40: acetonitrilo 60) y mezclando bien. La muestra fue preparada

pesando no menos de 20 comprimidos, los comprimidos se pulverizaron con un mortero
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y luego fueron transferidos a un matraz aforado de 250 mL, afadiendo 175 mL de
diluente 1, seguido de ultrasonido durante 30 minutos, finalmente lo llevaron a volumen
con diluente 1 y mezclaron bien, centrifugan una porcién de la solucién anterior durante
5 minutos, después tomaron 5 mL de la solucién sobrenadante y transfirieron a un
matraz volumeétrico de 25 mL, enrasaron con diluente 2 y mezclando bien, finalmente

inyectaron la solucién en el sistema de HPLC.

El método desarrollado se validé mediante el uso de diversos parametros de validacion
como exactitud, precision, linealidad, especificidad y encontraron que todos los
parametros de validacion estaban dentro de los criterios de aceptacion, demostrando
gue el método era exacto, reproducible, lineal, preciso y selectivo, lo que demostro la

fiabilidad de la metodologia.

Desarrollo de una metodologia por HPLC para la estimacion simultanea de
paracetamol e lbuprofeno en tabletas. Prasanna Reddy Battu y MS Reddy.

Publicado en el afio 2009 %°.

La determinacion la realizaron con una columna de acero inoxidable 150 mm de largo,
4,6 mm de diametro interno Cig, con la fase movil que contenia acetonitrilo y un tampén
de fosfato en la proporcién de 60:40 (v/v pH 7,0) a temperatura ambiente, el flujo de la

fase movil lo mantuvieron a 0,8 mL/min y una longitud de onda de 260 nm.

Las soluciones madre del estandar (1 mg/mL) de paracetamol e Ibuprofeno las
prepararon disolviendo 25 mg de cada farmaco que contenia solo uno de los productos

en 25 mL de acetonitrilo, por separado. Las soluciones fueron adecuadamente diluidas
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con la fase moévil y mezcladas obteniendo una solucion estandar que contiene 25 pg/mL
de paracetamol y 20 ug/mL de ibuprofeno y 30 pg/mL de aceclofenaco como patrén

interno.

Pesaron veinte comprimidos (Combiflam, Aventis Ltd, Mumbai) cada uno declaraba las
cantidades 325 mg de lbuprofeno y 400 mg de paracetamol, estas tabletas las
pulverizaron y pesaron una cantidad del polvo equivalente a 25 mg de paracetamol y
las llevaron a un matraz volumétrico de 25 mL. Los farmacos los extrajeron en
acetonitrilo, el volumen lo ajustaron a 25 mL y después filtraron a través de filtro de
membrana de 0,45 pm. A partir de esta solucion, realizaron diluciones utilizando la fase
movil obteniendo una concentracion final de 25 ug/mL de paracetamol, 20 ug/mL de
Ibuprofeno y 30 pg/mL de aceclofenaco como estandar interno, esta solucion la

utilizaron para la estimacion.

El tiempo de retencion de lbuprofeno, paracetamol y aceclofenaco fue de 2,48 - 4,45y
6,34 minutos respectivamente. La linealidad del método la determinaron a los niveles de
concentracion que varian de 20 a 80 pg/mL para paracetamol y de 10 a 70 pg/mL para
el Ibuprofeno, la curva de calibracién la constituyeron por el trazado del factor de
respuesta frente a la concentracion de farmacos, los resultados mostraron que existe
una excelente correlacion entre el factor de respuesta y la concentracion de los
farmacos dentro del intervalo de concentraciones indicado anteriormente. El método de
HPLC propuesto para la estimacion simultdnea de paracetamol e Ibuprofeno en

combinacion es exacto, preciso, lineal, resistente, robusto, simple y rapido.
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Desarrollo de una metodologia por HPLC para la determinacién simultanea de
Ibuprofeno y famotidina en forma farmacéutica. L. Peikova, M. Georgieva y B.
Tsvetkova. Publicado en el afio 2014 .

Realizaron la separacion con una columna Cg (250 mm x 4,6 mm, 5 ym), a temperatura
ambiente en modo isocréatico, con una fase movil que contiene acetonitrilo y 0,5 M de
tampon de fosfato de dihidrégeno de potasio a pH 2,2 ajustado con acido orto-fosférico
(25:75). Deteccion UV realizado a 280 nm. El flujo de fase movil fue de 1,2 mL/min.

La monografia reporta la preparacion de tres patrones; el primer patron (A), pesaron 16
mg de lbuprofeno luego transfirieron a un matraz volumétrico de 50 mL y el volumen lo
completaron con metanol quedando 320 ug/mL. El segundo patrén (B), con 27 mg de
famotidina luego transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL y el volumen lo
completaron con metanol quedando 270 pg/mL. El tercer patron (C), a partir del patréon
B, tomaron 5,0 mL en un matraz aforado de 50 mL y el volumen lo completaron con
metanol quedando 27 ug/mL. La solucion de referencia la prepararon diluyendo 5,0 mL
de solucion de reserva A 'y 2,0 mL de solucién de reserva C con metanol en un matraz
aforado de 20,0 mL (quedando 80 ug/mL de ibuprofeno y 2,7 ug/mL de famotidina). La
muestra fue preparada con una cantidad exactamente pesada en polvo de la muestra
de comprimido que contiene un equivalente de 400 mg lbuprofeno y 13,3 mg de
famotidina la transfirieron a matraz aforado de 100 mL y afiadieron 70 mL de metanal,
la mezcla la sometieron a ultrasonidos durante diez minutos y el volumen lo
completaron con metanol, luego filtraron la muestra, 2,0 mL del filtrado lo diluyeron con
metanol en un matraz volumétrico de 100,0 mL para dar una solucién de ensayo que

contenia 80 pug/mL de lbuprofenoy 2,7 ug/mL de famotidina.
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Encontraron que los tiempos de retencion de Ibuprofeno y famotidina eran 3,19 minutos
y 8,37 minutos, respectivamente. Los resultados de los estudios demostraron que el
método de HPLC propuesto es simple, rapido, preciso y exacto, que puede ser aplicado
para el andlisis de rutina de ibuprofeno y famotidina en formas de dosificacion tableta.

Tiocolchicésido.

Desarrollo y validacion de un método por HPLC para la estimacion de
Tiocolchicosido en céapsulas. Desai Chandni H, Henal Chorawala, Zarna R.

Dedaniay S. M. Vijendraswamy. Publicado en el afio 2015 %%

Estos autores realizaron el analisis por cromatografia liquida con un equipo marca
Thermo y un software Spinchrom, la columna que utilizaron es una Hypersil Silica 5 pm,
(250 mm x 4,6 mm). La separacion la lograron usando una fase movil que consistia en
n-heptano: metanol: cloroformo: acido acético (70: 20: 10: 0,2% v/v). El flujo fue de 1
mL/min con una deteccién a 360 nm. La columna la mantuvieron a la temperatura

ambiente y el volumen de inyeccion fue de 20 L.

Prepararon la solucién estadndar con 10 mg de Tiocolchicosido en 50 mL de metanol en
un matraz aforado de 100 mL, utilizaron ultrasonido hasta que estuvo completamente
disuelto y luego enrasaron con metanol (concentracion 100 pg/mL). Luego, tomaron 1
mL de la solucion de reserva y diluyeron hasta 10 mL quedando en una concentracion
de 10 pg/mL. Con estos estdndares prepararon patrones de soluciones de

Tiocolchicosido que van de 5 a 15 pg /mL. La muestra la prepararon utilizando diez
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capsulas de Tiocolchicésido de 4 mg en polvo y las pesaron, la capsula en polvo
equivalié a 10 mg de Tiocolchicésido, luego lo transfirieron a un matraz de 100 mL,
disuelto con metanol con ayuda de ultrasonido por 20 min y lo enrasaron con el mismo
solvente. La solucion la filtraron a través de filtro de nylon a 0,45 pm y los primeros
mililitros de filtrado lo descartaron. De esta solucion tomaron 1 mL y la diluyeron hasta

10 mL (concentracion 10 pug/mL).

El tiempo de retencion de Tiocolchicésido bajo las condiciones analiticas descritas fue
de 7,787 minutos. Por lo que concluyeron, que el método de HPLC para
Tiocolchicosido es simple, rapido, exacto, preciso y econémico y puede ser aplicado

para el analisis cuantitativo de Tiocolchicésido en formas de capsulas.

Desarrollo y validaciéon de un método por HPLC para la estimacion simultanea de
Tiocolchicésido (THC) Y Dexketoprofeno (DKP) en forma farmacéutica de
tabletas. M. T. Harde, D. L. Dharam, S. B. Jadhav y A. R. Balap. Publicado en el
afio 2012 =,

El sistema HPLC que utilizaron fue un Waters 510, con un inyector Rheodyne (20 uL) y
el detector de UV, la separaciéon cromatogréafica la realizaron bajo modo isocréatico a
temperatura ambiente con una columna C;g de (250 mm x 4 mm de didmetro interno, 5
pMm). La fase mévil consistio de metanol y tampon de fosfato (0.035 M) en la proporcion
65:35 v/v (pH ajustado a 4,5 con acido ortofosférico). La fase movil la mezclaron
previamente y filtraron a través de un filtro de nylon de 0,45 uym y desgasificada. El
volumen de inyeccion fue de 20 pL y un flujo de 1 mL/min, la longitud de onda de

deteccioén fue de 260 nm.
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Las soluciones madres estandar de Tiocolchicosido (THC) y Dexketoprofeno (DKP) la
prepararon disolviendo 10 mg de cada farmaco por separado en fase moévil en un
matraz de 100 mL vy filtraron a través de un filtro de nylon de 0,45 um, el patrén de
trabajo de estos farmacos los diluyeron a un mas con fase movil para obtener la
concentracion requerida de THC (4 ug/mL) y DKP (25 ug/mL). La muestra la prepararon
con veinte comprimidos en polvo, la cantidad de polvo equivalente a 4mg de THC y 25
mg de DKP pesaron con precision y luego transfirieron a un matraz aforado de 100 mL
gue contenia 70 mL de fase movil, luego, lo sometieron a ultrasonido durante 15
minutos. La solucion resultante la filtraron a través de un filtro de nylon de 0,45 umy
enrasaron con fase movil, el contenido final era de alrededor de 4 ug/mL y 25 pg/mL de
THC y DKP respectivamente. Los patrones lo prepararon en intervalo de concentracion
desde 4-24 ug/mL de THC y 5-30 pg/mL para DKP.

El tiempo de retencién para THC y DKP que encontraron eran 3,02 minutos y 8,91
minutos respectivamente. El método propuesto es exacto, preciso, simple, sensible,
resistente y rapido, y puede ser aplicado con éxito para la estimacion de THC y DKP en

formulaciones farmacéuticas sin interferencia y con buena sensibilidad.

Estimacidn simultanea de Etoricoxib y Tiocolchicosido por el método de HPLC en
formas farmacéuticas combinadas. Sanjiv Kumar, Amit Joshi, Rahul Singh
Thakur, Anupam K. Pathak y Kamal Shah. Publicado en el afio 2011 %*.

La cromatografia la realizaron con un detector de longitud de onda variable y un

inyector con un bucle de 20 uL, la columna que usaron fue una Cig de (250 x 4,6 mm.,
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5u particulas) y, la deteccion la llevaron a cabo a 220 nm. La fase mévil fue una mezcla
de tampdn (acido trifluoroacético) y acetonitrilo al 75:25 v/v, la fase movil la filtraron a
través de un filtro de membrana de 0,45 pmy la desgasificaron con ultrasonido antes de
ser usada. Mantuvieron la velocidad de flujo de la fase movil en 1,5 mL/min y la
temperatura de la columna a temperatura ambiente. El total de tiempo de la corrida
cromatografica fue de 10 minutos.

La solucion estandar la presaron pesando 40 mg de Tiocolchicésido patréon de trabajo
(solucién madre A) y 60 mg de etoricoxib (solucion madre B) la transfirieron a un matraz
aforado de 100 mL, utilizaron ultrasonido para disolver el contenido y completaron el
volumen con diluyente (acetonitrilo y agua 50:50 (v/v)). Luego, 1 mL de solucién madre
Ay 10 mL de solucion de B los diluyeron a 100 mL con diluyente, y con esta solucion
prepararon los patrones que contenian de 2 a 16 ppm de Tiocolchicésido y de 20 a 160
ppm de etoricoxib. Estas soluciones estandar las inyectaron para la construccion de
curva de calibracion por relacién de pico del area de drogas (y) el trazado para cada
uno de los farmacos frente a la concentracion (x). Realizaron la solucidon de la muestra
pesando exactamente 20 comprimidos, después trituraron las tabletas y este polvo
equivalié a 300 mg de etoricoxib y 20 mg de Tiocolchicésido lo afiadieron a un matraz
volumétrico de 250 mL, lo agregaron a 100 mL de diluente y utilizaron ultrasonido
durante 30 minutos. Con agitacion continda, enrasaron con diluyente y mezclaron, la
solucion la filtraron a través de un filtro de 0,45 um; y 5 mL del filtrado lo tomaron y lo

enrasaron a 100 mL con diluyente.

Los tiempos de retencién de etoricoxib y Tiocolchicosido en estas condiciones fueron
6,6 y 3,1 minutos, respectivamente. Los resultados de este estudio mostraron que el
desarrollado del método es simple y preciso para la determinacion simultdnea de

etoricoxib y Tiocolchicdsido en formulaciones farmacéuticas.
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Desarrollo de un método simple y sensible por HPLC para la estimacion
simultanea de etodolaco (ETO) y Tiocolchicésido (TIO) en tabletas combinadas.
Abhijit D. Dhiware, Santosh V. Gandhi, Padmanabh B. Deshpande y Vandana S.
Bhavnani. Publicado en el afio 2012 %°.

Utilizaron el sistema HPLC Jasco PU-2080 plus, la separacion la llevaron a cabo en una
columna Cig de (250 x 4,6 mm), usando acetonitrilo: tampon de fosfato de dihidrogeno
de potasio 20 mM (65:35, v/v) como fase moévil a un caudal de 1 mL/min. Las soluciones
estandar de muestras las inyectaron usando inyector con bucle de 50 uL y la deteccién

la realizaron a 257 nm.

Las soluciones madres del estandar de ETO y TIO las prepararon separadamente
disolviendo 10 mg de cada farmaco por separado en 10 mL de acetonitrilo para obtener
concentracion de 1000 pg/mL, de la que 1 mL de solucién la diluyeron hasta 100 mL
con acetonitrilo para obtener una solucién estandar de 10 upg/mL. La muestra la
prepararon con veinte comprimidos pesados con precision, pesaron una cantidad de
polvo equivalente a 50 mg de etodolaco y 1 mg de Tiocolchicésido y lo transfirieron a un
matraz aforado de 10 mL que contenia aproximadamente 6 ml de fase movil, luego
utilizaron ultrasonido durante 10 minutos y finalmente enrasaron con fase moévil, la
solucion la filtraron a través de papel Whatman No. 41 y 1 mL de esta solucion la
transfirieron a un matraz aforado de 10 mL y el volumen lo completaron con fase mévil
para obtener una solucion de concentracion de 50 yg/mL para ETO y 1 yg/mL para TIO.
Después que establecieron las condiciones cromatograficas y estabilizaron el

instrumento, inyectaron la solucibn de muestra de la tableta. Las inyecciones las
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repitieron seis veces y la cantidad de cada farmaco presente por comprimido la

estimaron a partir de las respectivas curvas de calibracion.

Los tiempos de retencion de TIO y ETO en estas condiciones fueron 2,240 minutos,
7,141 minutos respectivamente. El método de HPLC validado y empleado resulté ser
simple, rapido, exacto, preciso y robusto y se puede utilizar para analisis de rutina de
ETO y TIO en comprimido combinado.

En estudio realizado en este laboratorio que todavia no ha sido publicado,
desarrollaron y validaron una metodologia analitica por HPLC para la
determinacion de Tiocolchicosido en tabletas. M. Bor y colaboradores. En el afio
2016.

Realizaron el andlisis por cromatografia liquida con una columna Sunfire® C18 RP de
4,6-mm x 25,0-cm que contenia un empaque de 5 um. La fase movil estaba compuesta
por una mezcla de Metanol: Acetonitrilo: Agua en proporciones 30:10:60
respectivamente y ajustada a un pH de 8,00 + 0,05, el flujo de la fase mévil fue de 0,8

mL/min, el volumen de inyeccion de 20 pL y la longitud de onda de 371nm.

La muestra la prepararon con tabletas de Tiocolchicosido, sacaron el peso promedio
por tableta, luego transfirieron a un bal6on de 25 mL, equivalente a 1 mg de
Tiocolchicosido, después afadieron 10 mL de fase moévil, agitaron y utilizaron
ultrasonido y vortex por 5 minutos, luego llevaron a volumen con fase movil y

centrifugaron.
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Figura V. Cromatograma de Tiocolchicosido a 371nm.

Encontraron que el tiempo de retencion del Tiocolchicdsido era de 8,436 minutos. El
método validado demostré ser selectivo, preciso, lineal con un coeficiente de
determinacién de 0,999, exacto con un porcentaje de recuperacion de 99,6 % y el
100%, permite detectar cantidades superiores a 0,0000105 mg/mL y cuantificar

mayores a 0,000105 mg/mL.



Tabla VII. Resumen de los antecedentes consultados.
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Condiciones

Autores y ) Tiempo de
N° afio de Tipo de Composicion, | Longitud Compuestos retencién
oublicacion columna pHYy flujo dela | de onda separados (min)
fase movil (nm)
Acido
cloroacético:
USP Cigde 4,6 mm | Agua: Acetonitrilo
1 18 254 Ibuprofeno
(2015) X 25¢cm 4 g: 400 mL:600
mL pH=3
2 mL/min
Buffer:
S. Pattanaik C,g de 150 x Acetonitrilo
2 19 220 Ibuprofeno 3,297
(2013) 4,6 mm, 5 um 40:60 %.
1,5 mL/min
Acetonitrilo:
3 P. Reddy Cig de 150 mm Buffer fosfato 260 Ibuprofeno 248
20 . —
(2009) X 4,6 mm 60:40% pH=7 Paracetamol 4,45
0,8 mL/min
Acetonitrilo:
4 L. Peikova Cg de 250 mm | Buffer fosfato 0,5 280 Ibuprofeno 319
21 . —
(2014) X 4,6 mm,5um | M (25:75) pH=2,2 Famotidina 8.37
1,2 mL/min
n-heptano:
o metanol:
] Hypersil Silica .
D. Chandni cloroformo: acido ] o
5 - de 250 mm x » 360 Tiocolchicosido 7,787
(2015) acético (70: 20:
4,6 mm, 5 um
10: 0,2% viv)
1 mL/min
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Metanol: buffer

Tiocolchicésido

3,02

M. T. Harde C.g de 250 mm fosfato 0.035 M 260
23 . —
(2012) X4 mm,5pm | (65:35 %) pH=4,5 Dexketoprofeno 8,91
1 mL/min
Buffer acido
trifluoroacético: ] o 31
S. Kumar Cig de 250 x o Tiocolchicésido '
" acetonitrilo 220 o
(2011) 4,6 mm, 5um Etoricoxib
(75:25 %) pH=2,6 6,6
1,5 mL/min
Acetonitrilo:
A Dhiware Cus de 250 x Buffer fosfato de Tiocolchicésido 2,240
(2012) 46 dihidrogeno de 257
,6 mm
potasio (65:35 %) Etodolaco 7,141
1 mL/min
Metanol:
C18 RP de o
M. Bor Acetonitrilo: Agua ] o
4,6mm X 371 Tiocolchicosido 8,436
(2016) (30:10:60) pH=8
25,0cm, 5 um

0,8 mL/min
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IV. JUSTIFICACION

En la actualidad existe una mayor oferta por parte de los laboratorios farmacéuticos de
productos para el alivio o tratamiento de diversas patologias, por lo cual hay un gran
namero de medicamentos disponibles en las farmacias. Se observa como ha
incrementado el nUmero de medicamentos que presentan mas de un principio activo.
Es importante para la industria farmacéutica el desarrollo de métodos analiticos que
permitan la determinacion simultanea de los farmacos o componentes de

medicamentos de interés minimizando asi el tiempo de analisis y costos.

Los organismos regulatorios de cada pais estan siendo mas estrictos en el

cumplimiento de los parametros de calidad para el registro de productos farmacéuticos.

En las revisiones bibliograficas no se encontr6 ninguna metodologia para el analisis
simultdneo del Ibuprofeno y Tiocolchicésido por ningin método analitico. Este
medicamento es ampliamente utilizado en el pais y los pacientes lo adquieren sin
receta médica. Por lo tanto, se justifica el desarrollo y validacién de un método analitico
por HPLC para la determinacion simultanea de Ibuprofeno y Tiocolchicésido en
tabletas, esta metodologia debe garantizar que ese medicamento cumple con las

exigencias de calidad necesarias para ser consumido en Venezuela.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Desarrollar y validar un método analitico por HPLC para la determinacién simultdnea de
Ibuprofeno y Tiocolchicésido en tabletas.

V.2. Objetivos Especificos

Buscar las condiciones cromatograficas mas idoéneas para la separacion de

Ibuprofeno y Tiocolchicésido.
- Desarrollar un material de referencia interno (MRI).

- Optimizar las condiciones cromatograficas encontradas para la determinacion

simultanea de Ibuprofeno y Tiocolchicésido en tabletas.

- Determinar los parametros de validacion para el método planteado de Ibuprofeno

y Tiocolchicésido combinados en tabletas.
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VI. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

VI. 1. Equipos y reactivos.

Instrumentacion.

o Cromatégrafo de Liquidos de Alta Eficiencia, de la casa comercial Waters,

conformado por:

1- Bomba, modelo 600E Millipore.

2- Automuestreador modelo 717 plus Autosampler.

3- Detector de UV-visible con arreglo de diodos, modelo 996 PDA.

4- La adquisicion y procesamiento de los datos del sistema cromatografico se

controla por el programa Millenium *2.

o En la etapa preliminar de esta investigacion se utilizé una columna Symmetry C;g
(5um, 4,6 x 150 mm) Lote= 0236 y para la etapa de desarrollo y validacion se

utilizé una columna Hamilton PRP-1 (5um, 4,1 x 150 mm) Lote= 2821.

o Balanzas microanaliticas, Mettler-Toledo, modelo AG245 de capacidad maxima
(210,0000 + 0,0001) g y Adventurer OHAUS, modelo AR3130 de capacidad
maxima (310,000 + 0,001) g.

o Purificador de agua Nanopure, sistema de agua ultrapura.
o pH meter, Thermo Orion, modelo 420+ At.

o Bomba de vacio. Gast, modelo DQA-P104-AA.
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o Plancha de calentamiento con agitacibn magnética. Barnstead Thermolyne,
modelo sp131325.

o Ultrasonido. Branson, modelo 5200.

o Agitador mecanico Vortex, modelo Genie 2 Daigger.

Reactivos y solventes.

e Acetonitrilo (CH3CN) grado HPLC. Lichrosolv.

e Metanol (CH3OH) grado HPLC. Mallinckrodt Chrom AR®.

e Hidroxido de sodio (NaOH), 99 % de pureza. Merck KgaA.

e Peroxido de hidrégeno (H20,), 35 %. Riedel-de Haén.

e Acido clorhidrico (HCI), 37 %. Merck KGaA.

e Acido fosférico (HsPQ,), 85 %. Fisher Scientific.

e Trietlamina (N(CH,CHs;)3) grado HPLC. Scharlau.

e Acetona (C3HgO), 99,5%. Riedel-de Haen.

e Agua 18 MQ, obtenida por una combinacion de un sistema de pre-tratamiento y

desionizacion. Cascada RO MK2 —Pall Corporation. Barnstead, NANOpure.

Materiales.

e Membranas filtrantes EM Nylon 0,45 pm.
e Equipo de filtracion de vidrio para fase movil marca Millipore.

e Equipo de filtracion metalico para filtrar muestras.
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Patrones.

e |buprofeno. Estandar de referencia secundario. Fabricante Sri krishna, Lote:
4000 Pureza= 100,6 %, fecha de vencimiento = 03-2020.

e Tiocolchicdsido. Estandar de referencia secundario. Lote: 30952 Pureza= 100,7
%, fecha de vencimiento = 04-2018.

Muestras.

Se analizaron 4 medicamentos que contenian como sus principios activos Ibuprofeno y
Tiocolchicosido, 3 de estos productos se encontraban vigentes para la fecha de estudio,
en actual comercializacion y expendio en Venezuela, y uno de ellos se encontraba
vencido. Estos medicamentos declaran que contienen 600 mg de ibuprofeno y 4 mg de

tiocolchicosido. La descripcion de estos medicamentos es la siguiente:

Tabla VIII. Descripcion de las muestras utilizadas.

Medicamento Color Forma Empaque Lote Fecha de
vencimiento
A, Azul Oblonga Blister PVC 15585A 11/17
comprimido de color
recubierto transparente
B, Azul Oblonga Blister PVC 131078A 11/15
comprimido de color
recubierto transparente
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C, Tableta Naranja Oblonga Blister PVC 3157190 02/18
recubierta de color
transparente
D, Tableta Blanca Oblonga Blister PVC L634802 02/18
PVDC de
color ambar

*PVC = Policloruro de Vinilo.

*PVC/PVDC = Policloruro de Vinilo/ Policloruro de vinildeno.

VI.2. Busqueda de las condiciones cromatograficas.

En esta primera etapa, se buscaron las condiciones cromatograficas empleando
equipos e insumos existentes en el laboratorio, para la determinacion simultanea de

Ibuprofeno y Tiocolchicdsido empleando la técnica de HPLC.

Una vez buscadas las condiciones cromatograficas se realizd la evaluacion de los
pardmetros cromatograficos y validacion del método y finalmente se analizaron

medicamentos de diferentes marcas comerciales distribuidos en el pais.

Preparacion de patrones.

e |buprofeno. Se prepar6 un patron de Ibuprofeno de 6,0 mg/mL, empleando como

disolvente una mezcla acetonitrilo y agua en relacion 50:50 % v/v.
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e Tiocolchicésido. Se prepar6 un patrén de Tiocolchicésido de 0,04 mg/mL,
empleando como disolvente una mezcla acetonitrilo y agua en relacién 50:50 %
viv.

e Preparacion del patron combinado de Ibuprofeno y Tiocolchicosido. Se prepar6
un patron combinado de Ibuprofeno 6,0 mg/mL y Tiocolchicosido 0,04 mg/mL,
empleando como disolvente una mezcla acetonitrilo y agua en relacién 50:50 %

A2

Seleccion de la longitud de onda.

Para determinar la longitud de onda de trabajo se empled un detector de arreglo de
diodos del equipo (PDA). Se utilizaron los patrones preparados anteriormente y se les
realizaron un barrido de longitudes de ondas entre 200 y 400 nm respectivamente. En la
figura VI a y b se observan los espectros de absorcion molecular correspondiente al

Ibuprofeno y al Tiocolchicésido.

TIOCOLCHICOSIDO IBUPRCOFENO
250,00 nm 250,00 nm
300,00 350,00 300,00 350,00
2,88 2228 9,03
. 259.1 -
e / ™ 3743

, /‘/
2650
| ——— A

€)) (b)

Figura VI. Espectros de adsorcién molecular correspondiente a) Tiocolchicésido y b)
Ibuprofeno.
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En la figura VI (a) se puede observar el espectro de absorcion molecular
correspondiente al Tiocolchicésido la presencia de dos bandas: a 259,1 nm y otra de
menor intensidad a 374,3 nm. Para el espectro de absorcion molecular correspondiente
al Ibuprofeno figura VI (b) se observo la presencia de una banda a 222,6 nm.

Los maximos de absorcion de ambas especies estan entre 222 nm y 259 nm. Por lo
tanto, se escogi6 una longitud de onda de trabajo cercana a las dos especies y de esta
manera poder observar los dos principios activos a la misma longitud de onda, siendo la

longitud de onda escogida 260 nm.

Condiciones cromatograficas.

En la busqueda de condiciones cromatograficas preliminares se utilizaron patrones
puros de lbuprofeno y Tiocolchicosido preparados previamente, para establecer el
orden de elucion y una vez obtenido el orden, se analizo el patréon combinado de ambas
especies, para evaluar el comportamiento simultdneo. Se utilizé una elucion isocrética a

temperatura ambiente y una longitud de onda de 260 nm.

Seleccion de la fase movil.

De acuerdo con los antecedentes de la investigacion y los insumos que se tenian en el
laboratorio, se escogieron diferentes fases méviles hasta encontrar la mas 6ptima. Para
este procedimiento se utilizaron los patrones individuales de Ibuprofeno vy

Tiocolchicésido en concentraciones de 6,0 mg/mL y 0,04 mg/mL respectivamente.
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En la selecciébn de las fases mdviles adecuadas para realizar las evaluaciones
preliminares, se considerd primeramente las propiedades acido-base de las dos
compuestos en estudio, dado que el Ibuprofeno contiene dos grupos funcionales
carboxilos con un pKa de 4,91 y el Tiocolchicésido contiene un grupo funcional amino
con un pKa de 12,74 lo que permite suponer que el ajuste de pH de la fase movil puede
ayudar a la separacion de estas dos especies. De la revision bibliogréafica consultada se
seleccion6 3 condiciones cromatograficas con pH diferente para evaluar el

comportamiento de los compuestos a estos pH.

En la Tabla IX se observan las fases moviles seleccionadas, recordando que las
condiciones de las pruebas 1 y 2 fueron tomadas de los antecedentes presentados
anteriormente mientras que la prueba 3 fue tomada de estudios preliminares realizados
en este laboratorio. Todas estas pruebas se realizaron con una columna Symmetry Cig
(5um, 250 x 4,6 mm).

Tabla IX. Primeras pruebas para la seleccion de la fase movil.

Prueba Fase movil Flujo Volumen de | Tiempo de retencion (min)
(mL/min) inyeccion
(ML)

TIO IBU ACE

Acetonitrilo: Buffer
fosfato 0,035 M
1 1,0 3,135 16,217 | 3,651
(60:40) % v/v pH 7,0

10,0

Metanol: Buffer

fosfato 0,035 M
2 0,7 5,475 >60
(65:35) % v/iv pH 4,44




55

Metanol: Acetonitrilo:
3 Agua (30:10:60) % 1,0 5,0 10,364 | 40,515 | 5,307

v/v pH 8,0

Para la prueba 1 (condiciones tomadas de P. Reddy y colaboradores %) se puede
observar en la figura VIl a y b la banda correspondiente al Tiocolchicésido con tiempo
de retencion de 3,135 minutos y la banda correspondiente al lbuprofeno a 16,217
minutos, obteniéndose como tiempo total de corrida 18 minutos. El tiempo de retencion
de la acetona fue de 3,551 (ver tabla 1X). Esta fase movil no es la apropiada para la
separacion de estas dos especies, ya que el compuesto que se desea utilizar para
calcular el tiempo muerto (la acetona) eluye en un tiempo mayor que el del
Tiocolchicosido, se puede suponer que a este pH el Tiocolchicdsido se encuentra en un
equilibrio acido-base parcialmente protonado y por tanto tendra menos afinidad por una
columna no polar en comparacion con la acetona.
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Figura VII. Cromatogramas correspondientes a a) Tiocolchicésido y b) Ibuprofeno

utilizando la prueba 1.
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Un comportamiento similar se observé para la prueba 2 con las condiciones propuestas

por Harde y colaboradores #

para separar Tiocolchicésido y dexketoprofeno en
tabletas, a un pH de 4. En la figura VIll a y b se muestra la banda correspondiente al
Tiocolchicosido en 5,475 minutos, mientras que el ibuprofeno es fuertemente retenido
por la fase estacionaria, bajo estas condiciones no fue posible obtener la sefial
correspondiente de este Ultimo compuesto en el detector hasta un tiempo de 60
minutos. En este caso el aumento del tiempo de retencion de todas las especies es
producto de la disminucion del flujo de la fase movil. Por dichas razones la prueba 2 es

considerada inadecuada para la separacion de los analitos de interés.
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Figura VIII. Cromatogramas correspondientes a a) Tiocolchicosido y b)

Ibuprofeno utilizando la prueba 2.

En este punto se decidié disminuir el volumen de inyeccion a 5 yL, ya que con un
volumen de inyeccién de 10 pyL se encuentra saturado la sefial del Tiocolchicdsido,

evidenciandose por una absorcién molecular de 1,20 AU.



57

Las condiciones de la prueba 3 fue tomada de estudios previos realizados en este
laboratorio para validar una metodologia para la determinacion de Tiocolchicésido en
tabletas, en donde fue observado un aumento del tiempo de retencion del
Tiocolchicosido con respecto a la acetona con el aumento del pH de la fase movil a 8.
Es asi que se utilizé esta fase mévil para evaluar la capacidad de separacién del
Ibuprofeno y Tiocolchicésido. En la figura IX se puede observar la banda
correspondiente al Tiocolchicésido en 10,364 minutos y la del Ibuprofeno en 40,515
minutos, para un tiempo total de corrida de 55 minutos. La acetona tiene un tiempo de
retencion de 5,307 bajo estas condiciones. Con esta prueba se logra por primera vez la
separacion de las dos compuestos en estudio con respecto a la acetona, sin embargo,
el tiempo de analisis es sumamente largo por lo que de aqui en adelante se modificaron
las condiciones cromatograficas para disminuir los tiempo de analisis sin perder la

resolucién de las 3 especies evaluadas, filando el pH de la fase movil en 8.
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Figura IX. Cromatograma correspondiente al Tiocolchicésido e Ibuprofeno utilizando la

prueba 3y columna Symetry Cig (5um, 250 x 4,6 mm)
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Para tratar de disminuir el tiempo de analisis se repitié la prueba 3 con una columna

mas corta, utilizandose la Symmetry Ci5(5um, 4,6 x 150 mm) Lote= 0236.

Con esta columna se puede observar en la figura X como los tiempos de retencidén son
menores para ambos analitos. El tiempo de retencién de Tiocolchicésido fue de 4,649
minutos y para el Ibuprofeno de 26,362 minutos teniendo un tiempo total de corrida de
35 minutos. Este tiempo total de andlisis sigue siendo alto y genera un alto
ensanchamiento de pico del ibuprofeno que es el compuesto mas retenido en la

columna.
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Figura X. Cromatograma correspondiente al Tiocolchicésido e Ibuprofeno utilizando la

prueba 3 y columna Symmetry Cig (5um, 4,6 x 150 mm)
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Por la alta retencién del Ibuprofeno se decidié seguir haciendo ajustes en la fase movil

tratando de disminuir la afinidad del mismo hacia la fase estacionaria por lo que se

realizé variacién de las proporciones de los solventes organicos. Las condiciones y

resultados de estas pruebas se resumen en la tabla X. Estas pruebas se realizaron con

la columna Symmetry Cig (5um, 4,6 x 150 mm) y un volumen de inyeccion de 5 pL.

Tabla X. Segundas pruebas para la seleccion de la fase movil.

Prueba Fase movil Flujo Tiempo de retencion Resolucion (Rs)
(mL/min) (min)
TIO IBU ACE | ACE-TIO | TIO-IBU
Metanol:
Acetonitrilo:
3* 1,0 4,649 | 26,362 | 2,185 1,33 3,56
Agua (30:10:60)
% v/v pH 8,0
Metanol:
Acetonitrilo:
4 1,0 2,598 | 12,341 | 2,021 0,81 1,55
Agua (25:15:60)
% v/v pH 8,0
Metanol:
5 Acetonitrilo: 1,0 2,758 | 4,661 | 2,118 1,40 1,62

Agua (20:20:60)
% v/v pH 8,0




60

La prueba 4 y 5 son variaciones en la composicion de los solventes organicos partiendo
de la prueba 3*. Se obtuvo que al disminuir la proporcién de metanol y aumentar la de
acetonitrilo el Ibuprofeno se vuelve menos afin a la fase estacionaria quedando menos

tiempo retenido en la columna.

La figura XI muestra el cromatograma obtenido bajo las condiciones cromatograficas de
la prueba 4, se puede observar la banda correspondiente al Tiocolchicésido en 2,598
minutos y el Ibuprofeno en 12,341 minutos teniendo un tiempo total de corrida de 22
minutos. Debido a la alta dispersion de la banda del ibuprofeno esta fase movil no es

adecuada para la separaciéon de estas especies.
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Figura XI. Cromatograma correspondiente al Tiocolchicésido e Ibuprofeno

utilizando la prueba 4.
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En la figura XII correspondiente a la prueba 5, se puede observar la banda
correspondiente al Tiocolchicosido en 2,758 minutos y la del Ibuprofeno en 4,661
minutos teniendo un tiempo de corrida de 7 minutos. Se logra una buena resolucion
entre el TIO y el IBU pero la resolucion entre el ACE y TIO se encuentra ligeramente
por debajo al minimo de resolucion aceptable (Rs >1,5). Como la USP recomienda
valores de k entre 1 y 10 para una separacion ideal se calculé el k parael ACEy TIO y
este fue de 0,69, siendo este menor de 1, por lo que se decidi6 seguir evaluando las

condiciones cromatograficos para encontrar una mejor separacion entre el ACE y TIO
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Figura Xll. Cromatograma correspondiente al Tiocolchicésido e Ibuprofeno utilizando la
prueba 5.

Con el pH fijado en 8, los pardmetros cromatograficos que hemos variado solo han
modificado el factor de retencion de los analitos de interés y bajo estas condiciones no
hemos logrado resultados satisfactorios. Una ventaja que tiene la cromatografia liquida
con respecto a la cromatografia gaseosa es que se puede modificar también el factor

de selectividad con la variacion de las caracteristicas de la fase mévil, sin necesidad de
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cambiar la columna, en nuestro caso vamos a utilizar un formador de par i6nico para

modificar la selectividad.

Dado que solo a pH 8 se logra la separacion entre el ACE y TIO para ciertas
condiciones cromatograficos, se decidié utilizar un formador de par i6nico afin al
ibuprofeno para modificar asi su selectividad en la columna, manteniendo de esta

forma el pH de la fase movil.

El principio de la cromatografia de par idnico es agregar un compuesto ionico a la fase
moévil que aporte un contraion de carga opuesta a la del analito de interés, para las
muestras que contienen acidos carboxilicos el contraién debe ser una amina *°. Para
este caso se utilizo como agente formador de par i6nico la trietlamina. En las
siguientes pruebas se decidié el porcentaje de agente formador de par iénico y se
explican en la tabla XI. Para estos estudios se continuo utilizando la columna Symmetry
Cig(5um, 4,6 x 150 mm).
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Tabla XI. Terceras pruebas para la seleccion de la fase movil.

Prueba Fase movil Flujo Tiempo de retencién Resolucion (Rs)

(mL/min) (min)

TIO IBU ACE | ACE-TIO | TIO-IBU

Metanol:
Acetonitrilo:
6 1,0 2,989 | 18,056 | 2,025 1,06 2,31
Agua (20:20:60)

% viv pH 8,0

0,10 % TEA

Metanol:
Acetonitrilo:
7 1,0 2,339 | 7,292 | 1,956 0,86 2,88
Agua (20:20:60)

% v/v pH 8,0

0,05 % TEA

En la prueba 6 y 7 se pudo observar como a medida que se aumentaba el porcentaje
de agente formador de par iénico los tiempos de retencion aumentaban, teniendo un
tiempo total de corrida mayor. En ambas pruebas se observaba una buena separacién
entre los dos analitos, sin embargo la resolucion de ACE-TIO no es aceptable, ya que
es menor a 1,5 lo que implica que existe un alto solapamiento de estas bandas.
Cuando se utilizé un porcentaje de agente formador de par iénico de 0,1 % (prueba 6),

se observaba una mayor separacion entre los picos cromatograficos y un mayor tiempo
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de corrida. Como el objetivo en cromatografia por HPLC es lograr una buena
separacion en un menor tiempo de corrida, se utilizé el porcentaje de 0,05 % de
Trietilamina como agente formador de par iénico y se continu6 ajustando condiciones

cromatograficas.

En este punto, se decidié aumentar la composicidon de agua presente en la fase movil,
debido a que por ser el Tiocolchicosido un compuesto de baja polaridad este sera
menos afin a la fase movil cuando esta aumente de polaridad, por ende quedara mas
tiempo retenido el Tiocolchicosido en la fase estacionaria. Se decidio el aumento de la
composicion del agua porque entre los 3 solventes empleados este es el mas polar. Al
subir la composicion de agua al 70% se requirio modificar de nuevo la composicion de
solventes organicos por lo que en las pruebas 8 y 9 se evalud el efecto de dos
composiciones diferentes de metanol/acetonitrilo para ver el efecto total sobre los
componentes de la muestra. Las pruebas se muestran en la tabla XIl. Se continud

utilizando la columna Symmetry Cig (5um, 4,6 x 150 mm) para estos estudios.
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Tabla XII. Cuartas pruebas para la seleccion de la fase movil.

Prueba Fase movil Flujo Tiempo de retencién Resolucion (Rs)
(mL/min) (min)
TIO IBU ACE | ACE-TIO | TIO-IBU
Metanol:
Acetonitrilo:
8 1,0 4,037 | 18,982 | 2,077 1,69 5,28
Agua (15:15:70)
% viv pH 8,0
0,05 % TEA
Metanol:
Acetonitrilo:
9 1,0 3,331 | 14,923 | 2,063 1,54 3,47

Agua (10:20:70)
% v/v pH 8,0

0,05 % TEA

Como se esperaba en las pruebas 8 y 9 se observa una mejor retencién del

Tiocolchicosido con la fase estacionaria, saliendo en un mayor tiempo de retencién al

igual que el Ibuprofeno, logrando una mejor resolucion entre ACE-TIO y TIO-IBU para

ambas pruebas, lo que representa los mejores resultados obtenidos hasta ahora. En la

figura Xlll a y b se observa el cromatograma correspondiente al Ibuprofeno y al

Tiocolchicosido para estas pruebas. Lamentablemente como se puede observar en las

figuras a y b el ibuprofeno tiene una gran cola.
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Figura Xlll. Cromatograma correspondiente al Tiocolchicosido e Ibuprofeno utilizando
para el cromatograma "a” la prueba 8 y para el cromatograma ”b” la prueba 9, con una

columna Symmetry Cyg(5um, 4,6 x 150 mm).

Una de las grandes desventajas que tienen las columnas de fase unida quimicamente
con grupos siloxanos (ver figura IV) es que el recubrimiento de la superficie por
sililacion se limita a 4 pmol/m? o menos a causa de los efectos estéricos. Los grupos
SiOH que no han reaccionado, desafortunadamente proporcionan una polaridad
indeseable a la superficie, lo que origina picos cromatograficos con cola en especial
con los solutos basicos. Para reducir este efecto, los rellenos de siloxano muchas
veces se desactivan por un proceso de blogueo mediante reaccion con
clorotrimetilsilano, el cual, debido a su pequefio tamafio, puede unirse quimicamente a
muchos de los grupos silanol que no habian reaccionado, estas columnas son mas
costosas que las convencionales . Se han desarrollado también las columnas en base
poliméricas que se comportan de manera similar a las columnas de fase unida

guimicamente con grupos siloxanos pero sin su polaridad indeseable como por ejemplo
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las PRP fabricadas de poliestireno-divinil benceno. Estas columnas tienen ademas la
gran ventaja de poder trabajar a pH entre 1 y 13 lo que permiten aumentar su

selectividad significativamente °.

Las pruebas 8* y 9%, se realizaron con una columna Hamilton PRP-1 (5um, 4,1 x 150
mm) y se aumentd el flujo de la fase mévil a 1,3 mL/min, para minimizar la cola

producida en el pico del ibuprofeno. Estas pruebas se resumen en la tabla XIII.

Tabla XIIl. Pruebas para la optimizacion de la fase movil.

Prueba Fase movil Flujo Tiempo de retencién Resolucion (Rs)

(mL/min) (min)

TIO IBU ACE | ACE-TIO | TIO-IBU

Metanol:
Acetonitrilo:
8* 1,3 7,968 | 12,950 | 1,826 6,62 2,05
Agua (15:15:70)

% v/v pH 8,0

0,05 % TEA

Metanol:
Acetonitrilo:
o* 1,3 3,879 | 7,184 | 1,798 4.30 3,64
Agua (10:20:70)

% v/v pH 8,0

0,05 % TEA
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En la figura XIV se puede apreciar la banda correspondiente al Tiocolchicosido en
7,968 minutos y la del Ibuprofeno en 12,950 minutos teniendo un tiempo de corrida de
20 minutos, lograndose una buena resolucion de ACE-TIO y TIO-IBU para la prueba 8*
donde se utiliza la columna Hamilton PRP-1 (5um, 4,1 x 150 mm), sin embargo todavia
sigue existiendo un alto ensanchamiento del pico de Ibuprofeno y un alto tiempo de

andlisis.
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Figura XIV. Cromatograma correspondiente al Tiocolchicésido e Ibuprofeno utilizando la

prueba 8, con una columna Hamilton PRP-1 (5um, 4,1 x 150 mm).

En la prueba 9* con la columna Hamilton PRP-1 (5um, 4,1 x 150 mm) se puede
observar en la figura XV la banda correspondiente al Tiocolchicosido en 3,879 minutos
y la del Ibuprofeno en 7,184 minutos teniendo un tiempo de corrida de 10 minutos,
lograndose una buena resolucion de ACE-TIO y TIO-IBU. Como la USP recomienda
valores de k entre 1 y 10 para una separacion ideal, se calcul6 el k parael ACEy TIOy
este fue 1,16 respecto al tiempo muerto, lo que es aceptable. Considerando esta fase
mévil la mas adecuadas para la separacion, ya que logra una buena resolucion en el

menor tiempo posible.
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Figura XV. Cromatograma correspondiente al Tiocolchicosido e Ibuprofeno utilizando

la prueba 9, con una columna Hamilton PRP-1 (5um, 4,1 x 150 mm).

La determinacion del tiempo muerto se realiz6 mediante la inyeccion de una solucion
de acetona de 6 uL/mL de concentracion. Se observé una pequena banda a un tiempo
de 1,798 minutos, sefial a la cual se le adjudico el valor correspondiente al tiempo

muerto, el cromatograma correspondiente se presenta en la figura XVI.
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Figura XVI. Cromatograma correspondiente a la acetona.



70

Las condiciones cromatogréaficas definidas para la metodologia analitica se presentan
en la tabla XIV.

Tabla XIV. Condiciones cromatogréficas seleccionadas.

Fase movil Metanol: Acetonitrilo: Agua (10:20:70) % v/v 0,05 % TEA
pH de la fase movil 8,0£0,1

Flujo de la fase movil 1,3 mL/min

Volumen de inyeccion 5,0 uL

Temperatura Ambiente

Columna Hamilton PRP-1 (5um, 4,1 x 150 mm)

Detector Detector UV-Visible de arreglo de diodos, PDA

Longitud de onda 260 nm

Presion del sistema (psi) 1600 £ 100

Las condiciones cromatogréaficas presentadas en la tabla XIV, se determinaron con
patrones puros, lo que no garantiza que las mismas sean las apropiadas para el trabajo
con férmulas que contienen la combinacion de Ibuprofeno y Tiocolchicésido, ya que
pueden existir otros compuestos presentes en las mismas, como lo son los
excipientes, que pueden coeluir con los analitos de interés. Para abordar dicha
situacion se decidio preparar un material de referencia interno, debido principalmente a

la no disponibilidad de un material de referencia certificado.
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Preparacién de material de referencia interno (MRI).

Se elaboré un material de referencia interno, con la finalidad de desarrollar un método
universal, estableciéndose la identidad del o los farmacos presentes en el medicamento
y que permita distinguir entre compuestos con estructuras estrechamente relacionadas
gue pudieran estar presentes, esta identificacion debe ser especifica para el o los

farmacos 28

, ho importando que marca comercial sea el medicamento si no que el
método analitico sea capaz de identificar la cantidad de Ibuprofeno y Tiocolchicosido

presente en la tableta.

Para la preparacion del MRI, se mezclé y homogeneiz6 30 tabletas constituidas por 3
medicamentos de diferentes marcas comerciales, que contenian como sus principios
activos Ibuprofeno y Tiocolchicdsido a la misma concentracion, estos productos se
encontraban vigentes para la fecha de estudio, en actual comercializacion y expendio
en Venezuela: El contenido declarado de estos medicamentos era de 600 mg de

Ibuprofeno y 4 mg de Tiocolchicosido.

Se utilizaron 10 tabletas por cada medicamento y para estudios posteriores se
etiqguetaron como medicamentos A, C y D para su diferenciacién. EI polvo de estas
tabletas una vez homogeneizado fue transferido a un pesafiltros y almacenado dentro

de un desecador, hasta el momento de su analisis.

Tratamiento del material de referencia interno

Este procedimiento consisti6 en evaluar la efectividad de la extraccion de los
componentes en estudio de la muestra. Para ello, se emple6 el MRI y se realizaron dos

métodos de extraccion:
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Método 1.

e Se pesO alrededor de 1/4 de MRI (x 0,01 mg) y se afadi6 7 mL
aproximadamente de una mezcla acetonitrilo agua en composicion (50:50) %
Viv.

e Se agité en el vortex durante 5 minutos y se colocé en el ultrasonido por 5
minutos.

e Se enraso a volumen en un balén de 10,00 mL.

e Se filtr6 con papel de filtro Whatman 40, donde se separo la fase liquida de los
residuos solidos (excipientes) y finalmente se realizé una dilucién de 4,00 en
10,00 mL.

e Antes de inyectar la disolucidon en el cromatografo, esta se filtré con un disco de

nylon de 0,45 pm.

Método 2.

e Se pes6 alrededor de 1/4 de MRI (£ 0,01 mg) y se afadid6 7 mL
aproximadamente de una mezcla acetonitrilo agua en composicion (50:50) %
VIV,

e Se agité en el vortex durante 5 minutos y se colocd en el ultrasonido por 5
minutos.

e Se enraso a volumen en un balon de 10,00 mL.

e La disolucion se centrifugé por 10 minutos, separando la fase liquida de los
residuos sélidos (excipientes).

e Se tomé del sobrenadante 4,00 mL de muestra y se diluy6 a 10,00 mL.

e Antes de inyectar la disolucién en el cromatégrafo, esta se filtr6 con un disco de

nylon de 0,45 pm.
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Se decidio utilizar el método 2, ya que en el método 1 el proceso de filtracion fue muy
lento y por ser el metanol un compuesto bastante volatil se corre el riesgo de
evaporacion del solvente y por tanto un cambio de concentracion de la solucién
resultante. Adicionalmente la solucion final fue opalescente lo que indicaba la no existia

de una buena filtracion.

La figura XVII muestra el cromatograma obtenido para el andlisis del MRI bajo las

condiciones establecidas en la tabla XIV.
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Figura XVII. Cromatograma correspondiente al material de referencia interno, tratado

bajo las condiciones descritas.

Se puede observar dos bandas principales cuyos tiempos de retencién coinciden con

los obtenidos para el Ibuprofeno y el Tiocolchicésido, también se presentan varias
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bandas minoritarias que no interfieren con los analitos de interés, lo cual indica que se
pueden utilizar estas condiciones cromatogréaficas para la determinacion simultdnea de

Ibuprofeno y Tiocolchicésido en tabletas.

V1.3. Evaluacion de las figuras de mérito del sistema cromatogréfico.

Bajo las condiciones cromatograficas determinadas anteriormente descrita en la tabla
XIll, se procedio a inyectar 5 réplicas de un patréon combinado que contenia 6,0 mg/mL
de Ibuprofeno y 0,04 mg/mL de Tiocolchicosido, con la idea de evaluar bajo el régimen
de repetibilidad las figuras de mérito cromatograficas como lo son: tiempo de retencion
(tr), Area de la banda, factor de asimetria (As) y resolucién (Rs). En la tabla XV se
presentan los resultados. Conjunto de datos individuales son exhibidos en el apéndice
A.

Tabla XV. Figura de mérito para el Ibuprofeno y el Tiocolchicésido.

Tr (Minutos) Area Rs As

TIO IBU TIO IBU TIO IBU
Promedio 3,140 9,67 366527 1816495 5,29 1,16 1,18
Desviacion | 0,004 0,03 5909 24544 0,09 0,02 0,02
estandar
Coeficiente 0,13 0,26 1,6 1,4 1,64 1,42 1,77
de variacion

(%)
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Los resultados obtenidos para los pardmetros de tiempo de retencion y area de los
picos indican una dispersion poco significativa del conjunto de datos, al presentar
coeficientes de variacion menores al 2 %, valores que se encuentran dentro de los
limites establecidos para métodos cromatogréficos, la USP establece valores menores
al 2 % 3. Demostrandose que existe repetibilidad con el método utilizado. También, los
valores obtenidos en los calculos de los factores cromatograficos son bastante
aceptables, ya que cumple que los coeficientes de variacion menores a 2 % en todos
los célculos. Se observa que el factor de asimetria fue de 1,16 para el Tiocolchicésido y
1,18 para el Ibuprofeno, indicando que la banda cromatografica tiene alta simetria, ya

que el valor 6ptimo es 1,00 y el maximo aceptado es de 1,50 3.

0.0407
0,035

0.03H

0,025

5 0.020]
=L i

= ==TIOCOLCHICOSIDO

IBUPROFENG-

0,015 [ | |

0.010
0,005

0,00

"-,_\\-- '...‘\. )

T — T
a.00
Minutes

I —
12,00

I
14,00

Figura XVIII. Superposicion de cromatogramas correspondiente a patron combinado

al 100% (5 inyecciones).
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VI.4. Validacion del método cromatografico.

Una vez desarrollada la metodologia analitica se procedié a validarla, segun la
categoria | del apartado <1225> de la USP 38 para la cuantificacion de principios

16 Esto se llevd a cabo mediante

activos en productos farmacéuticos terminados
estudios que permitieron evaluar las caracteristicas de desempefio del método y

conocer si estas cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.

VI.4.1. Linealidad.

Para el estudio de la linealidad la ICH recomienda preparar soluciones de estandar de
al menos 5 niveles de concentracion, las cuales deben encontrarse en un intervalo
minimo de 80 % a 120 % de la concentracion de referencia; este procedimiento debera
repetirse en tres dias diferentes, para evaluar estadisticamente la regresion lineal del

sistema *’.

Durante el proceso de evaluacion de la fase moévil se trabajo con patrones de 6 mg/mL
de Ibuprofeno y 0,04 mg/mL de Tiocolchicésido obteniendo una buena asimetria de
pico como se demostré en los estudios anteriores, por lo que se puede suponer que
estas concentraciones estan dentro del rango lineal del equipo, es asi que las mismas
se fijaran como valores de referencia del 100 %. Los patrones se prepararon en un
rango del 50 a 150% de esta referencia para asegurar asi la determinacion de la
concentracion de componentes de los medicamentos en estudio, aun cuando estos no

cumplan los estandares de calidad.
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Se prepararon tres curvas de calibracion en diferentes dias. Cada curva estuvo
compuesta por cinco concentraciones diferentes de patrones, ubicadas en un rango
aproximado de 3,0 a 9,0 mg/mL de Ibuprofeno y 0,02 a 0,06 mg/mL de Tiocolchicdsido.
Finalmente, se inyect6 en el cromatégrafo cada patron por duplicado y se construyé

cada curva de calibracion.

La regresion lineal fue calculada para cada analito y sus respectivas curvas de
calibracion fueron construidas trazando el area de la sefial cromatogréafica en funcion
de la concentracion del analito correspondiente. Los datos detallados son exhibidos en
el apéndice B. Las curvas de calibracion de las tres regresiones lineales desarrolladas
son presentadas a continuacion, en los graficos 1, 2 y 3, para el lbuprofeno y en los

graficos 4, 5y 6, para el Tiocolchicosido.

Gréfico 1. Linealidad dia 1. Ibuprofeno.
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Grafico 2. Linealidad dia 2. Ibuprofeno.
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Gréfico 4. Linealidad dia 1. Tiocolchicésido.
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Gréfico 6. Linealidad dia 3. Tiocolchicésido.
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En las graficas de las curvas de calibracion, se puede observar una relacion lineal
aceptable entre las areas y la concentracion de ambos analitos en diferentes dias de
estudio, al obtenerse valores de r = 0,999; que corresponden a r?> 0,998, que cumplen

con los criterios de aceptacién '

Igualmente, es posible verificar la pendiente, a través de la determinacion del
coeficiente de variacion de los factores de respuestas, siendo el factor de respuesta (f)
la relaciéon entre la lectura o respuesta y la concentracién y puede tomarse como una
expresion aproximada de la sensibilidad de calibracion, (area obtenida del patron/
concentracion de analito) cuyo porcentaje del coeficientes de variacion de los factores
de respuesta %CV; no debe ser mayor del 5 % 2’. Estos coeficientes se calcularon para

cada curva.
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En la tabla XVI se muestran los criterios de aceptacién para el Ibuprofeno y en la tabla

XVII se muestran los criterios de aceptacion para el Tiocolchicésido. Datos detallados

se muestran en el apéndice C.

Tabla XVI. Criterios de aceptacién para la linealidad del Ibuprofeno.

Parametros de

la linealidad

Curva de calibraciéon

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Ecuacion de la

y =295125x + 4186,5

y = 304682x — 4269,8

y = 295125x — 41865

recta Sb = 29988 Sb = 30183 Sb = 27648
Sa =4712 Sa=4737 Sa =4349
Coeficiente de r=0,9996 r=0,9993 r =0,9990
correlacion (r)
% CVs 0,33 0,85 1,29
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Tabla XVII. Criterios de aceptacion para la linealidad del Tiocolchicdsido.

Parametros de
la linealidad

Curva de calibracion

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Ecuacion de la

y = 8000000x — 4510,8

y = 9000000x — 10547

y = 8000000x — 8202,6

recta Sb = 133520 Sb = 1441059 Sb = 230212
Sa = 6513 Sa = 68358 Sa=11013
Coeficiente de r = 0,9996 r = 0,9996 r=0,9990
correlacion (r)
% CV;¢ 0,82 1,39 1,53

Se obtuvo un %CVf menor al 5 %, en todas las curvas de calibracion, tanto para el

Ibuprofeno como para el Tiocolchicosido, es decir que existe una correlacion lineal

significativa entre las areas obtenidas y la concentracion de los analitos, lo que indica

que el método cumple con el criterio de aceptacion para el anélisis ’.

Se realizo el analisis de residuales, para la busqueda de anomalias en la regresion, en

los graficos 7 y 8 se muestran las representaciones graficas de los residuos contra los

valores de y calculado, del Ibuprofeno y Tiocolchicésido, respectivamente.




Grafico 7. Analisis de residuales. Ibuprofeno.
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Gréafico 8. Anélisis de residuales. Tiocolchicésido.
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En los resultados del analisis de residuales se puede observar que se utilizé el modelo
correcto de calibracion, ya que los residuales permanecen aproximadamente uniformes
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con el aumento de la medida (Y calculado), distribuyéndose normalmente alrededor de
cero, indicando que el ajuste lineal por minimos cuadrados para diferentes dias y para
los dos principios activos es bastante aceptable, obteniéndose una distribucion

satisfactoria *°.

Es por esto que se puede decir que la linealidad no se vio afectada por la variabilidad

de las condiciones operativas y ambientales dadas en los diferentes dias de estudio.

VI.4.2. Especificidad.

La especificidad es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en
presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, como impurezas,
productos de degradacién y componentes de la matriz *°. En el caso del analisis de un
farmaco, resulta de gran utilidad contar con las materias primas, subproductos de
sintesis y productos de degradacién °. Al no contar con este (ltimo, fue necesario
realizar un ensayo de degradacion artificial que consistia en pesar alrededor de 1/4 de
peso promedio del MRI en un balon de 10,00 mL y se sometié a cada una de las

siguientes condiciones de degradacion forzada:

Fotélisis: se expuso a radiacion UV durante 3 dias.

Hidrélisis acida: se le afadié 1,00 mL de &cido clorhidrico (HCI) 1N. Se dej6 en

reposo por 3 dias.

Hidrélisis béasica: se le afiadié 1,00 mL de Hidroxido de sodio (NaOH) 1N. Se dej6é en

reposo por 3 dias.
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Oxidacion: se le afadio 1,00 mL de Perdxido de hidrogeno (H.O) al 35 %. Se dejé en

reposo por 3 dias.

Termdlisis: se sometié la muestra a calentamiento en un bafio de vapor durante 3

horas a una temperatura fija de 60 °C.

Una vez concluido el tiempo de exposicion se aplicd el procedimiento tal como se
especifica en la preparacion del material de referencia interno. Y adicionalmente se
preparé un patron combinado al 100% en concentracion 6,0 mg/mL de Ibuprofeno y
0,04 mg/mL de Tiocolchicésido. Y la muestra control, que fue preparada, analizada y
luego se dejo en reposo durante 3 dias, para ser de nuevo analizada a fin de evaluar la

degradacion de la solucion de analisis del medicamento con el tiempo.

Este andlisis se completé con el estudio de pureza del pico cromatografico

correspondiente a cada analito.

Patron control.

A partir de un patron combinado de 6,0 mg/mL de Ibuprofeno y 0,04 mg/mL de
Tiocolchicosido, se obtuvo el cromatograma y grafico de pureza mostrado en la figura
XIX. Donde se puede apreciar que el pico de Tiocolchicésido eluye a 2,895 minutos y el
Ibuprofeno eluye a 9,038 minutos, y ninguno de los dos analitos tienen especies
interferentes, lo cual se pudo confirmar por la correlacién entre el angulo de pureza

(PA) menor al angulo del umbral (TH), ya que en el gréfico de pureza del primer paso
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para el Tiocolchicésido el valor de PA= 0,176 es menor que TH= 1,114 y para el

Ibuprofeno el valor de PA= 0,058 es menor que TH= 1,029.
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Figura XIX. Cromatograma y graficos de pureza de patron control.

Muestra control.

Con la muestra recién preparada, se obtuvo el cromatograma y grafico de pureza
mostrado en la figura XX. Donde se puede apreciar que el pico de Tiocolchicésido
eluye a 2,884 minutos y el lbuprofeno eluye a 9,027 minutos, y ninguno de los dos
analitos tienen especies interferentes, lo cual se pudo confirmar por la correlaciéon entre
el angulo de pureza (PA) menor al angulo del umbral (TH), ya que en el gréfico de
pureza del primer paso para el Tiocolchicésido el valor de PA= 0,673 es menor que

TH= 1,141y para el Ibuprofeno el valor de PA= 0,039 es menor que TH=1,017.
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Figura XX. Cromatograma y graficos de pureza de muestra control.

Muestra en reposo por 3 dias.

Con la muestra en reposo por 3 dias, se obtuvo el cromatograma y grafico de pureza

mostrado en la figura XXI. Donde se puede apreciar que el pico de Tiocolchicésido

eluye a 2,888 minutos y el lbuprofeno eluye a 9,020 minutos, y ninguno de los dos

analitos tienen especies interferentes, lo cual se pudo confirmar por la correlacion entre

el angulo de pureza (PA) menor al angulo del umbral (TH), ya que en el gréfico de

pureza del primer paso para el Tiocolchicésido el valor de PA= 0,651 es menor que

TH= 1,124 y para el Ibuprofeno el valor de PA= 0,042 es menor que TH= 1,015.
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Figura XXI. Cromatograma y gréaficos de pureza de muestra en reposo por 3 dias.

Al comparar las areas de las seflales cromatograficas del Ibuprofeno y el
Tiocolchicosido en la muestra control preparada al instante y tres dias después de su
preparacion, se observo un ligero aumento en el area de la banda cromatografica del
Ibuprofeno y Tiocolchicosido. Pero al evaluar su sefial de pureza tanto para el
Ibuprofeno como para el Tiocolchicésido no se observoé presencia de coelucion de otros
compuestos. Por lo que se puede justificar que esta variacion en las areas puede ser
causada por evaporacion del disolvente, ya que no se encuentran impurezas

espectrales.
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Fotoélisis.

Después de 3 dias de haber expuesto la muestra a radiacion UV, se obtuvo el
cromatograma y grafico de pureza mostrado en la figura XXII. Donde se puede apreciar
que el pico de Tiocolchicosido eluye a 2,886 minutos y el Ibuprofeno eluye a 9,035
minutos, y ninguno de los dos analitos tienen especies interferentes, lo cual se pudo
confirmar por la correlacion entre el angulo de pureza (PA) menor al angulo del umbral
(TH), ya que en el grafico de pureza del primer paso para el Tiocolchicosido el valor de
PA= 0,860 es menor que TH= 1,175 y para el Ibuprofeno el valor de PA= 0,041 es
menor que TH=1,018.

0,020

0,010

ALl
CHIESSIDO -
—

LR REFENG 9_@

o ’
o
1 x."'_ E} i, ah
o0t ——— A e
1.00 2,00 3.00 4,00 5.00 6,00 7.00 &.00 Bl 10,00 11.00 12,00
Minutes
E\ RN i S
2 0.010] Moise+Solverit ._130_. \, r & o S5 Moise+Salvent I,‘I.EJJ . :—DE:D %
] A (5] \ L i B i o ) o
] __,.-\"'— o —""i-..___ L § g Iy 5 E g‘
D'I:IDI]_- il.._l_l T T T I I’--I T I T T T I T T T .Li _D DD D DD_ -'_I'_ T T T T ;E. T T T T I T -l .| -_DI:ID
2,80 2,80 3,00 3.20 340 2,00 9,00 10,00
Minutes Minutes
PA: 0,860 TH: 1,175 PA: 0,041 TH: 1,018
—  Peak: TIOCOLCHICOSIDO Purity

MNoise+Solvent (1,00)

Figura XXII. Cromatograma y graficos de pureza de muestra sometida a fotolisis por 3

dias.
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Hidrolisis acida.

Con la muestra en presencia de &cido clorhidrico 1IN por 3 dias, se obtuvo el
cromatograma y grafico de pureza mostrado en la figura XXIIl. Donde se puede
apreciar que el pico de Tiocolchicésido eluye a 2,887 minutos y el Ibuprofeno eluye a
9,022 minutos, y ninguno de los dos analitos tienen especies interferentes, lo cual se
pudo confirmar por la correlacion entre el angulo de pureza (PA) menor al angulo del
umbral (TH), ya que en el gréafico de pureza del primer paso para el Tiocolchicosido el
valor de PA= 0,557 es menor que TH= 1,140y para el Ibuprofeno el valor de PA= 0,030
es menor que TH=1,018.
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Figura XXIII. Cromatograma y graficos de pureza de muestra en presencia de acido

clorhidrico por 3 dias.
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Con la muestra en presencia de hidroxido de sodio 1N por 3 dias, se obtuvo el

cromatograma y grafico de pureza mostrado en la figura XXIV. Donde se puede

apreciar que el pico de Tiocolchicésido eluye a 2,889 minutos y el Ibuprofeno eluye a

9,008 minutos, y ninguno de los dos analitos tienen especies interferentes, lo cual se

pudo confirmar por la correlacion entre el angulo de pureza (PA) menor al angulo del

umbral (TH), ya que en el gréafico de pureza del primer paso para el Tiocolchicosido el
valor de PA= 0,742 es menor que TH= 1,166 y para el Ibuprofeno el valor de PA= 0,043
es menor que TH=1,016.
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Figura XXIV. Cromatograma y graficos de pureza de muestra en presencia de

hidroxido de sodio por 3 dias.
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Con la muestra en presencia de peréxido de hidrogeno al 35 % por 3 dias, se obtuvo el

cromatograma y grafico de pureza mostrado en la figura XXV. Se observa una sefial en

9,019 minutos correspondiente al Ibuprofeno, pero la sefial correspondiente al

Tiocolchicosido no se evidencia, esto indica que la muestra se degrada. El Ibuprofeno

no posee especies interferentes, lo cual se pudo confirmar por la correlacién entre el

angulo de pureza (PA) menor al angulo del umbral (TH), ya que en el gréafico de pureza

del primer paso el valor de PA= 0,043 es menor que TH=1,037.
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Figura XXV. Cromatograma y graficos de pureza de muestra en presencia de perdxido

de hidrogeno por 3 dias.



94

Para el caso del Tiocolchicsido que no se observé presencia de sefial es importante
mencionar que existe en el cromatograma dos sefiales adicionales a la del Ibuprofeno,
gue comparandolos con su espectro de absorcion molecular se puede observar que no
pertenecen al Tiocolchicésido. En la figura XXVI se muestra el cromatograma
correspondiente a la muestra sometida a estrés oxidativo y los espectros de absorcién

molecular para las tres sefiales observadas.
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Figura XXVI. A.- Cromatograma y B.- Espectro de absorcion molecular

correspondiente a la muestra en presencia de peroxido de hidrogeno por 3 dias.

Se puede observar que el primer degradado tiene un tiempo de elucién de 1,125
minutos y no presenta un maximo de absorcidén en la region del UV y el segundo
degradado tiene un tiempo de elucién de 2,368 minutos y presenta un maximo de
absorcién 279,2 nm. Se puede concluir que al afadir peréxido de hidrégeno el

Tiocolchicosido sufre proceso de oxidacion a través del tiempo.
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Termolisis.

Con la muestra sometida a termolisis (60°C por 3 horas), se obtuvo el cromatograma y
gréfico de pureza mostrado en la figura XXVII. Donde se puede apreciar que el pico de
Tiocolchicosido eluye a 2,886 minutos y el Ibuprofeno eluye a 9,005 minutos, y ninguno
de los dos analitos tienen especies interferentes, lo cual se pudo confirmar por la
correlacion entre el angulo de pureza (PA) menor al angulo del umbral (TH), ya que en
el grafico de pureza del primer paso para el Tiocolchicésido el valor de PA= 0,656 es
menor que TH= 1,134 y para el Ibuprofeno el valor de PA= 0,037 es menor que TH=
1,016.
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Figura XXVII. Cromatograma y graficos de pureza de muestra sometida a termalisis

por 3 horas.
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La evaluacion de la especificidad del método cromatografico para la separacion
simultanea de lbuprofeno y Tiocolchicosido bajo las condiciones cromatogréaficas
encontradas, indica que el método es especifico bajo las condiciones sometidas para el
Ibuprofeno, en cambio para el Tiocolchicésido se encontré que en presencia de
peréxido de hidrogeno produce una oxidacion generando degradados. En la tabla XVIII
y tabla XIX se presentan los resultados obtenidos para la especificidad de cada

principio activo.

Tabla XVIII. Especificidad del Ibuprofeno.

Concentracion | % respecto a % de
Condicion PA TH (mg/tab) lo declarado | degradado
Muestra
control 0,039 1,017 593,9 90 | ...
Muestra (3
dias) 0,042 1,015 617,9 103,0 -4,1
Fotolisis 0,041 1,018 612,9 102,2 -3,2
Hidrdlisis acida| 0,030 1,018 508,4 84,7 14,4
Hidrolisis
basica 0,043 1,016 625,1 104,2 -5,3
Oxidacion 0,043 1,037 473,1 78,9 20,3
Termolisis 0,037 1,016 600,9 100,2 -1,2
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Tabla XIX. Especificidad del Tiocolchicésido.

Concentracion | % respecto a % de
Condicion PA TH (mg/tab) lo declarado | degradado
Muestra
control 0,673 1,141 4,28 1070 | ...
Muestra (3
dias) 0,651 1,124 4,37 109,3 -2,1
Fotolisis 0,860 1,175 3,61 90,3 15,7
Hidrolisis
acida 0,557 1,14 4,16 104,0 2,8
Hidrolisis
basica 0,742 1,166 4,15 103,8 3,0
Oxidacion | ....... | ....... | ... | |
Termolisis 0,656 1,134 3,97 99,3 7,2

En las tablas XVIII y XIX se presentan los resultados obtenidos luego de aplicar las
pruebas de degradacion forzada a los dos principios activos. Se puede observar que
para las condiciones de muestra en reposo por 3 dias, fotolisis, hidrélisis acida,
hidrolisis basica y termolisis el porcentaje de degrado es menor al 20 % de la
concentracion inicial, que es lo recomendado para que no exista interferencia
significativa *, o que nos indica que esos degradados no interfieren con nuestros picos
de interés, dando la condicion de especificidad al método, que a pesar de la
degradacion no existen sefiales superpuesta sobre esos picos. Sin embargo, para la
condicion de oxidacion se observa para el Ibuprofeno un porcentaje de degradado de
20,3 %, existiendo una pequenfia interferencia y para el caso del Tiocolchicésido no se
observo presencia de sefial, por lo que los principios activos en estudio se degradan en
presencia de peroxido de hidrégeno al 35% en exposicién de 3 dias. También se puede
observar que para el Ibuprofeno en presencia de hidrélisis acida y peroxido de
hidrogeno existe una disminucidon en el porcentaje de recuperacion respecto a lo

declarado, sin encontrarse dentro de los limites de aceptacion, lo que indica que el
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Ibuprofeno sufri6 degradacion bajo estas condiciones. De igual manera, el método es
especifico ya que permite evaluar de manera inequivoca los principios activos en

estudio.

V1.4.3. Precision.

La precision del método fue evaluada mediante las determinaciones de precision del
sistema, repetibilidad y precision intermedia. La precision debe ser determinada
analizando un numero suficiente de muestras, que permitan calcular estadisticamente

la desviacion estandar y la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion) *°.

Precision de sistema cromatografico.

Se evalué6 inyectando cinco veces una disolucion patrén combinada que contenia 6,0
mg/mL de Ibuprofeno y 0,04 mg/mL de Tiocolchicésido. Con ello, se obtuvo para el
Ibuprofeno un (Tr) de 9,67 minutos y un CV de 0,26 % y para el Tiocolchicésido un (Tr)
de 3,140 minutos y un CV de 0,13 %; mientras que, el promedio obtenido de las areas
fue de 24543,7 con un CV igual a 1,4 % para el lbuprofeno y 5909,4 con un CV igual a
1,6 % para el Tiocolchicésido (Ver tabla XX).



Tabla XX. Precision de sistema cromatografica.

Numero de inyecciones tr (Minutos) Area

TIO IBU TIO IBU

1 3,145 9,70 360296 1788893

2 3,142 9,69 359855 1790694

3 3,136 9,65 370106 1829951

4 3,135 9,64 371024 1835227

5 3,139 9,66 371355 1837710

Promedio 3,140 9,67 366527 1816495

Desviacion estandar 0,004 0,03 5909 24544

Coeficiente de variacion 0,130 0,26 1,6 1,4
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Los valores de los coeficientes de variacion tanto del tiempo de retencidon como para

las areas del patron son menores al 2 %, lo que representa una conformidad en este

ambito *°, indicando que el sistema cromatografico estaba apto para ser utilizado.

Repetibilidad.

Se evalué mediante la preparacion de 6 muestras al 100 % (6,0 mg/mL de lbuprofeno y
0,04 mg/mL de Tiocolchicésido), las cuales fueron preparadas tal como se especifica
en la preparacion del MRI, cada muestra se inyect6 por duplicado en el cromatografo. A

partir de las areas obtenidas con estas muestras y una curva de calibracién preparada

ese dia se determiné el valor promedio y el coeficiente de variacion de la cantidad de

Ibuprofeno y Tiocolchicdsido en (mg/tab).



Tabla XXI. Precision del método para el Ibuprofeno.

100

Réplicas | Cantidad de Cantidad de Férom_edlo de
de muestra £ 0,1 Areas Ibuprofeno antidad de % CV
muestras (mg) (mg/tab) lbuprofeno
(mg/tab)

1 223,6 1787360 598,88 596,0 0,7
223,6 1769300 592,79

2 223,3 1742282 584,46 592,0 1,8
223,3 1786297 599,33

3 223,6 1790344 599,89 605,0 1,2
223,6 1820255 609,98

4 223,8 1771327 592,94 587,0 1,5
223,8 1734239 580,44

5 223,5 1770525 593,47 601,0 1,8
223,5 1816759 609,07

6 223,5 1757094 588,93 585,0 1,0
2235 1733325 580,91

Promedio 594,0
Desviacion
estandar 8,0
% CV 1,3




Tabla XXII. Precision del método para el Tiocolchicdsido.
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Réplicas | (Cantidad de ) _Cantidqd d_e Fggg@i’g gs
de muestra £ 0,1) Areas Tiocolchicosido Tiocolchicosido % CV
muestras mg (mg/tab) (mg/tab)
1 223,6 325516 3,94 4,00 0,5
223,6 328208 3,97
2 223,3 321724 3,90 3,90 0,4
223,3 323574 3,92
3 223,6 322017 3,90 3,90 0,9
223,6 326171 3,95
4 223,8 325873 3,94 3,90 2,0
223,8 316448 3,83
5 223,5 322329 3,91 4,00 1,8
223,5 331065 4,01
6 223,5 321430 3,89 3,80 1,7
223,5 313839 3,80
Promedio 3,91
Desviacion
estandar 0,04
% CV 1,12
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Tabla XXIII. Limite de confianza al 95% para la repetibilidad.

Ibuprofeno Tiocolchicosido
Muestra
Inferior Superior Inferior Superior
1 591 600 3,93 3,98
2 581 603 3,90 3,93
3 598 612 3,89 3,96
4 577 596 3,80 3,97
5 590 613 3,89 4,03
6 579 591 3,78 3,91
Promedio: 586 603 3,87 3,96

La evaluacion de la precision del método demostré que ambos principios activos tenian
coeficientes de variacion menores al 2 %, lo que indica que la precision evaluada a
través de la repetibilidad del método se encuentra dentro de los limites establecidos
para métodos cromatograficos. También, se comprobd la repetibilidad a través de los
limites de confianza, indicando que el contenido de los principios activos en el producto
terminado se encontraban dentro de una probabilidad del 95%, utilizando un valor de t

= 2,571 para 5 grados de libertad a una significacion del 95% #’.

Precisiéon intermedia.

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

siguientes condiciones dias, analistas y equipos *°.

En esta investigacion, se estudié la precision intermedia en diferentes dias. Para ello se
prepararon 3 muestras al 100 % (6,0 mg/mL de lbuprofeno y 0,04 mg/mL de

Tiocolchicosido), tal como se especpifica en la preparacion del MRI, cada muestra se
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inyectd por duplicado en el cromatografo. A partir de las areas obtenidas con estas
muestras y una curva de calibracion preparada en cada dia se determin6 el valor

promedio y el coeficiente de variacion de la cantidad de Ibuprofeno y Tiocolchicésido en

mg/tab.
Tabla XXIV. Precision intermedia para el Ibuprofeno.

Réplica de Réplica de Cantidad de Ibuprofeno (mg/tab)
muestra inyeccion Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 1 609 581 596

2 606 583 589

2 1 604 594 603

2 621 598 617

3 1 601 586 604

2 599 600 609

Promedio 607 590 603

S 8 8 10

CV (%) 1,3 1.4 1,6

Tabla XXV. Precisiéon intermedia para el Tiocolchicésido.

Réplica de Réplica de Cantidad de Tiocolchicésido (mg/tab)

muestra inyeccion Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 1 4,09 3,95 4,07

2 4,03 3,99 4,01

5 1 4,11 3,90 4,04

2 4,15 3,98 4,07

3 1 4,04 3,89 4,04

2 4,03 3,96 4,05

Promedio 4,08 3,95 4,05

S 0,05 0,04 0,02

CV (%) 1,22 1,05 0,56
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Tabla XXVI. Limite de confianza al 95% para la precision intermedia.

Ibuprofeno Tiocolchicosido
Muestra
Inferior Superior Inferior Superior
1 587 627 3,95 4,20
2 570 611 3,84 4,05
3 579 627 3,94 4,15
Promedio: 578 621 3,91 4,13

A pesar que se evidencian valores de concentracion por tableta diferentes en cada dia,
tanto para el Ibuprofeno como para el Tiocolchicosido, se obtuvo una concentracion
porcentual con respecto a lo declarado (600 mg Ibuprofeno y 4 mg Tiocolchicésido) de
101,1 %; 98,4 % y 100,5 % para los dias I, 11 y Ill, respectivamente en el Ibuprofeno, y
para el Tiocolchicésido se obtuvo 102,0 %; 98,8 % y 101,3 % para los dias I, 1l y I,
respectivamente. Estos porcentajes se encuentran dentro del criterio de aceptacion de
90 — 110 %, lo que indica que el método es aceptable en este aspecto '°. También se
puede observar que los coeficientes de variacion son menores al 2 %, para ambos
analitos y diferentes dias, lo que indica que la precision evaluada a través de la
precision intermedia se encuentra dentro de los limites establecidos para métodos

cromatograficos.

Se comprobé la precision intermedia de dos maneras, una a través de los limites de
confianza, indicando que el contenido de los principios activos en el producto terminado
se encontraban dentro de una probabilidad del 95%, utilizando un valor de t = 4,303
para 2 grados de libertad a una significacion del 95% 2. Y otra manera, a través de la

ecuacion de  Horwitz, determinando el coeficiente de variacion de Horwitz vy
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comparando con el coeficiente de variacion obtenido en el andlisis. En la tabla XXIII se
observan los resultados para el Ibuprofeno cuyo valor promedio fue 600 mg/tab y un
coeficiente de variacion de 1,5 %, y en la tabla XXIV se observan los resultados para el
Tiocolchicosido cuyo valor promedio fue 4,03 mg/tab y un coeficiente de variacion de
1,6%.

Se determind el coeficiente de variacion (CVy) propuesto por Horwitz:

CVH - 2(1-0.5) Iog C

Ddénde: C = fraccion del analito en la muestra (C= g analito/ g muestra).

Se obtuvo para el Ibuprofeno un CVy = 1,6 y para el Tiocolchicésido un CVy=0,8.

El valor de Coeficiente de variacion obtenido se comparé mediante el parametro Horrat
29

Horrat= CV / CVy

Se obtuvo para el Ibuprofeno un Horrat = 0,9 y para el Tiocolchicésido un Horrat = 2,0.
Por lo tanto, el método tiene valores aceptables de precision intermedia, ya que el valor
obtenido en el pardmetro Horrat es igual o menor a 2; demostrando asi que el método

es preciso %°.

VI.4.4. Exactitud.

Para la exactitud se empled el método de patrén afiadido a una muestra que se le ha

determinado su concentracion. Para lograrlo el MRI se contaminé con una cantidad
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determinada de un patron de concentracion conocida y se determiné el porcentaje de

recuperacion.

Para realizar la exactitud se preparan soluciones de muestras enriquecidas a tres
niveles de concentracion diferentes, los valores sugeridos son 50-80, 100 y 120-150 %
de la concentracion normal de trabajo. Recomiendan preparar muestras independientes
por triplicado a cada nivel de concentracién *°. Finalmente se calcula el porcentaje de
recuperacion como medida de la exactitud:

(Conc. muestra enriquecida — Conc. muestra sin enriquecer)

% de recuperacion = Conc.estandar x100

Se prepararon muestras por triplicado en un rango de concentracion de 75, 100 y
125%, para cada nivel de concentracion se peso el MRI en un equivalente a ¥ del peso
promedio (= 223,0 mg), dando lugar a 9 muestras. Se realizd el procedimiento
explicado en el tratamiento del MRI, pero después de centrifugar del sobrenadante de
cada muestra, es decir para cada nivel, se tomaron dos alicuotas de 2,00 mL y fueron
transferidas a dos balones aforados de 10,00 mL uno de ellos seria fortificada con la
cantidad de patron y el otro seria la muestra sin fortificar. Después se preparé una
solucion patron combinada de lbuprofeno y Tiocolchicésido en concentracion de
15,0106 mg/mL y 0,1054 mg/mL respectivamente y se afiadio 1,00 mL, 2,00 mL y 3,00
mL a las muestras para fortificarlas en los niveles de concentracién 75% 100% y 125%

respectivamente.

Las concentraciones de las muestras fueron calculadas utilizando una curva de
calibracion realizada el mismo dia. En la tabla XXVII y tabla XXVIII se muestran las
concentraciones fortificadas y sin fortificar para el Ibuprofeno y el Tiocolchicésido

respectivamente.



Tabla XXVII. Concentraciones fortificadas y sin fortificar para el Ibuprofeno.

Nivel de
concentracion Réplica Concentracion en  mg/mL
Sin fortificar Fortificadas

A-1 2,6624 4,1628

75% B-1 2,8257 4,3068
C-1 2,5199 4,4613
A-2 2,56592 5,6517

100% B-2 2,6057 5,6538
C-2 2,6917 5,6405
A-3 2,6861 7,1563

125% B-3 2,6964 7,1314
C-3 2,4432 6,9502

Tabla XXVIII. Concentraciones fortificadas y sin fortificar para el Tiocolchicosido.

Nivel de
concentracion Réplica Concentracion en  mg/mL
Sin fortificar Fortificadas

A-1 0,0140 0,0245

75% B-1 0,0130 0,0235
C-1 0,0124 0,0259
A-2 0,0129 0,0339

100% B-2 0,0138 0,0352
C-2 0,0131 0,0339
A-3 0,0139 0,0459

125% B-3 0,0140 0,0453
C-3 0,0124 0,0445
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Los porcentajes de recuperacion para el Ibuprofeno y Tiocolchicésido se muestran en

la tabla XXIX y tabla XXX respectivamente.



Tabla XXIX. Porcentaje de recuperacion para el Ibuprofeno.

% Desviacién % Nivel de
recuperacion | Promedio estandar encontrado| concentracion
100,0
98,7 99,3 0,9 74,5 75%
99,7
101,5 99,8 1,7 99,8 100%
98,2
99,3
98,5 99,3 0,8 124,1 125%
100,1

Tabla XXX. Porcentaje de recuperacion para el Tiocolchicoésido.

% Desviacion % Nivel de
recuperacion | Promedio estandar encontrado concentracion

99,33
99,22 99,28 0,08 74,46 75%
99,9
101,6 100,0 1,6 100,0 100%
98,5
101,2

98,9 100,5 1,4 125,6 125%
101,3
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Los resultados presentados en porcentaje de recuperacion tanto para el Ibuprofeno
como para el Tiocolchicésido se encuentran dentro de los limites del criterio de
aceptabilidad comprendido entre 98,0 % a 102,0 % promedio para cada nivel, segun lo

establecido en la ICH !’ y un coeficiente de variacién menor al 2,0%.
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Evaluando la linealidad entre los niveles de concentracion estimados y reales para el
Ibuprofeno y el Tiocolchicésido mediante representaciones graficas en la gréfica 7y 8
respectivamente. Donde se muestra que los coeficientes de determinacion son
cercanos a la unidad, es decir > 0,95 ?’. Por lo tanto, indica que los niveles de

concentraciones estimadas y reales son iguales.

Grafico 9. Relacion entre las concentraciones estimadas y las concentraciones reales
(80, 100 y 130 %). Ibuprofeno.
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Gréfico 10.
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Relacién entre las concentraciones estimadas y las concentraciones reales
(80, 100 y 130 %). Tiocolchicosido.

140
120
100

80
60
40
20

Concentracion real (%

/#
y=0,97T6x + 2222
Re =0,9999
*,.f
0 B0 120 180
Concentracion estimada (%)

VI.4.5. Robustez.

Se debe evaluar la robustez del método con una serie de parametros de idoneidad del

sistema, con la finalidad de asegurar que se mantiene la validez del procedimiento

analitico utilizado *°. Los parametros establecidos para la evaluacion de la robustez del

método fueron el flujo de la fase mavil, pH de la fase mévil y composicién del disolvente

organico (% metanol). Los parametros se presentan en la tabla XXXI.



111

Tabla XXXI. Parametros en la evaluacion de la robustez.

Variable Valor utilizados Nivel inferior Nivel superior

en el método

A pH 8,0 7,9 8,1
B % Metanol 10 8 12
C Flujo (mL/min) 1,3 1,2 1,4

El empleo del disefio de la matriz de Plackett y Burman, permitio estudiar el efecto que
tienen las variables seleccionadas cuando han sido modificadas ligeramente. En la

tabla XXXII se muestra la matriz de Plackett y Burman utilizada.
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Tabla XXXII. Matriz de Plackett y Burman utilizada.

Experimento pH+0,1 % Metanol + 2 Flujo de la fase movil £ 0,2
(mL/min)
1 7,9 8 1,2
2 8,1 8 1,2
3 7,9 12 1,2
4 8,1 12 1,2
5 7,9 8 1,4
6 8,1 8 1,4
7 7,9 12 1,4
8 8,1 12 1,4

Se realizé un patron combinado de Ibuprofeno y Tiocolchicésido de concentracion de
6,065 mg/mL y 0,04144 mg/mL respectivamente y una muestra realizada pesando
223,6 mg de material de referencia interno y siguiendo el procedimiento de tratamiento
del material de referencia interno. El patron y la muestra fueron inyectados por
triplicado en cada experimento. Los resultados se muestran en el apéndice D, tabla 1y

2 para el Ibuprofeno y Tiocolchicésido respectivamente.




Tabla XXXIII. Interpretacion de los resultados de la robustez. Ibuprofeno.
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s V2 10,1
Influencia Resultado
A 3,0 CONFORME
B -1,3 CONFORME
C 1,7 CONFORME
AB 3,2 CONFORME
AC -2,3 CONFORME
BC 0,1 CONFORME
ABC -5,2 CONFORME

Tabla XXXIV. Interpretacion de los resultados de la robustez. Tiocolchicosido.

s V2 9,9
Influencia Resultado
A -3,3 CONFORME
B 1,0 CONFORME
C 1,0 CONFORME
AB 1,4 CONFORME
AC -1,1 CONFORME
BC -6,1 CONFORME
ABC 0,6 CONFORME




114

Los datos presentados en la tabla XXXIII y tabla XXXIV permiten confirmar si la
variable tiene influencia significativa sobre el resultado, esto se hace comparando la
diferencia obtenida para el cambio efectuado sobre ese parametro y el producto de s
por raiz cuadrada de 2 2,

Si | Vs | >s \2 = diferencia significativa

La influencia de las variables estudiadas presentan valores por debajo de s V2, lo que
permite concluir que el método es robusto bajo las tres condiciones de andlisis
estudiadas (pH de la fase movil, composicion de metanol y flujo), resultado que estable
gue el método es capaz de soportar diferentes alteraciones experimentales sin afectar

la determinacion del contenido, tanto para el Ibuprofeno como para el Tiocolchicésido.

VI.5. Determinacion del contenido de Ibuprofeno y Tiocolchicosido en
medicamentos de diferentes marcas comerciales.

Una vez desarrollado y validado el método analitico por HPLC, se procedié a
determinar la cantidad de Ibuprofeno y Tiocolchicésido en 4 medicamentos de
diferentes marcas comerciales, 3 de ellos vigente para el momento del andlisis

(medicamentos A, Cy D) y 1 de esos medicamentos vencido (medicamento B).

Los medicamentos A y B son de la misma marca comercial, pero diferentes lotes y
fecha de vencimiento, el medicamento A estaba vigente y el medicamento B vencido
para el momento del analisis, el medicamento vencido se analiz6 a fin de evaluar si el

método es capaz de demostrar la composicion del medicamento una vez vencido.
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Para el analisis de los medicamentos se pesaron y pulverizaron 3 tabletas de cada

medicamento por separado y se peso alrededor de 1/4 de peso promedio de tabletas y

se procedi6 a realizar el tratamiento de las muestras segun la metodologia propuesta.

Se prepararon 3 réplicas para cada medicamento.

A continuacion se presentan los cromatogramas correspondiente a la cuantificacion de

Ibuprofeno y Tiocolchicosido presente en

comerciales.
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Figura XXVIIl. Cromatograma correspondiente al medicamento A.

las muestras de diferentes marcas
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Figura XXIX. Cromatograma correspondiente al medicamento B.
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Figura XXX. Cromatograma correspondiente al medicamento C.
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Tabla XXXV. Determinacion del contenido de Ibuprofeno en medicamentos de

diferentes marcas comerciales.

Réplica de

Concentracion

% de lo

Medicamento muestra (mg/tab) declarado Promedio (%) CV (%)
e s

A 2 gig;g 100,8 100,2 1,0
s e
] e

B 2 22;23 93,5 93,3 0,8
e

C 2 22282 93,9 93,1 1,7
e e
DB s

D 2 629,09 104,9 1038 0,9
3 605,56 103.4

635,59
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Tabla XXXVI. Determinacion del contenido de Tiocolchicésido en medicamentos de

diferentes marcas comerciales.

e O Comentain| e | Prneds | oy

1 3182 101,8

A 2 j:gi 100,9 100,8 1,1
3 2:32 99,6
1 g:sz 92,6

B 2 222 89,8 90,7 1.9
3 2:2; 89,6
1 j:g; 100,4

C 2 j:gi 100,3 99,2 1,9
3 2:22 97,0
1 j:é? 102,4

D 2 4,24 106,0 104.,5 1,8
3 j:i; 105,1

Para la determinacion simultanea de Ibuprofeno y Tiocolchicésido, se establecié como
criterio de aceptacion un porcentaje respecto a lo declarado entre 90 - 110 %, obtenida
a partir de la relacién entre la cantidad del analito encontrada y lo declarado por el

fabricante del medicamento por 100 *°. Por lo que todos los medicamentos cumplen
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este criterio de aceptacion y también cumple con un coeficiente de variacion menor al
2%.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar que el medicamento B se
encuentra entre los limites de aceptacion, pero estd por debajo con respecto al
medicamento A. Es importante destacar que a pesar de que este medicamento se
encuentra vencido y los resultados analiticos indican que los valores estan dentro de
los limites de aceptacion, no se recomienda su uso, ya que la fecha de vencimiento nos
indica el periodo durante el cual se garantizan en su totalidad la actividad y
propiedades del farmaco por parte del fabricante, siempre y cuando haya sido
almacenado correctamente. En las pruebas de control de calidad no basta con
garantizar las cantidades de principio activo presente en la formulacion farmacéutica,
es necesario garantizar la liberacién del farmaco con ensayos de disolucion, aunque
estas pruebas no fueron objetivo de nuestro trabajo es importante mencionar su
importancia a la hora de aprobar un medicamento. También, los farmacos estan
compuestos por moléculas quimicas que, con el paso del tiempo, pueden degradarse y
resultar toxicas para nuestra salud, por lo tanto, cuando se especifica la fecha de
caducidad se esta indicando hasta cuando son estables los medicamentos. Es por ello
gue es importante realizar estudios de indicadores de estabilidad a fin de evaluar la

presencia de impurezas y productos de degradacion

Estos resultados demuestran que el método de separacién y cuantificacion permite
analizar muestras de diferentes marcas comerciales de manera especifica, y precisa,
por lo que es un método selectivo, ya que permite identificar la presencia de Ibuprofeno
y Tiocolchicosido de manera confiable. Por lo que se demuestra que el método
analitico puede ser empleado para el analisis de rutina y control de tabletas que

contengan como principios activos Ibuprofeno y Tiocolchicésido.
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VIl. CONCLUSIONES.

e Se desarroll6 un método analitico por cromatografia liquida de alta eficiencia
para la determinacién simultdnea de lbuprofeno y Tiocolchicosido en tabletas.
Se utiliz6 como condiciones cromatograficas una columna Hamilton PRP-1
(5um, 4,1 x 150 mm), a temperatura ambiente y de forma isocratica, con una
fase movil constituida por Metanol: Acetonitrilo: Agua en composicion (10:20:70)
% vivy 0,05 % Trietilamina, a pH de 8,0 £ 0,1 ajustado con acido ortofosforico al
85 %, un flujo de fase movil de 1,3 mL/min, un volumen de inyeccion de 5 pL y la

longitud de onda de 260 nm.

e Se validé el método analitico desarrollado de acuerdo con la categoria | del
apartado <1225> de la USP 38 NF 33.

e Se obtuvo que el método analitico desarrollado es lineal en el rango de los 5
niveles de concentracion, tanto para el Ibuprofeno como para el Tiocolchicdsido,
con coeficientes de correlacion mayores o iguales a 0,999. En un rango de
concentracion de 3,0 mg/mL a 9,0 mg/mL para el Ibuprofeno y 0,02 mg/mL a

0,06 mg/mL para el Tiocolchicosido.

e Se evaluo la linealidad interdiaria demostrando poca variabilidad en la

sensibilidad del método, tanto para el Ibuprofeno como para el Tiocolchicdsido.

e EI método desarrollado fue preciso, ya que los coeficientes de variacion
obtenidos para la precision del sistema son menores al 2 %, tanto en los tiempos
de retencidon, como en las areas de los picos. Al evaluar la repetibilidad y la
precision intermedia también se obtuvieron coeficientes de variacion menores al

2 %. Esto se comprobé en los dos principios activos.
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La muestra fue sometida a degradacion artificial obteniéndose, que en presencia
de perédxido de hidrégeno al 35% en exposicion de 3 dias, la muestra sufre
degradacion tanto para el Ibuprofeno como para el Tiocolchicosido. En cambio,
en presencia de hidrolisis acida, hidrdlisis basica, termdlisis y fotdlisis, ninguno
de los dos principios activos producen degradado, es por esto que se puede
decir que el método es selectivo, ya que es capaz de separar, identificar y
cuantificar Ibuprofeno y Tiocolchicésido de forma inequivoca.

El método analitico desarrollado resulté ser exacto, ya que se encontraron
porcentajes de recuperacion dentro de los criterios de aceptacion siendo de 98 —
102 %, para los niveles de concentracion de 75 %, 100 %, 125 % para ambos

principios activos.

El método desarrollado fue robusto para el analisis simultaneo de Ibuprofeno y
Tiocolchicosido bajo las condiciones de, pH = 8,0 + 0,1; flujo de la fase moévil =

1,3 £ 0,1 mL/min y un porcentaje de metanol en la fase movil = 10,0 £ 0,2 %.

Se analizaron medicamentos de diferentes marcas comerciales, que declaraban
tener 600 mg de lbuprofeno y 4 mg de Tiocolchicdsido y se encontré que para
los cuatro medicamentos se cumplid con los criterios de aceptacion, que se

encuentra entre el 90 — 110 % respecto a la cantidad declarada.

Los resultados obtenidos para el analisis de un medicamento vencido demuestra
como el método propuesto es capaz de determinar las cantidades de principios
activos presentes, observando una disminucion de concentracion de los
principios activos en el medicamento vencido y a pesar que la concentracién de
los principios activos se encontraban dentro de los criterios de aceptacion, no se
recomienda consumirlo, ya que la fecha de vencimiento esta indicando hasta

cuando son estables los medicamentos.
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El método desarrollado y validado puede ser empleado como indicador de
estabilidad, ya que permite visualizar la presencia de productos degradados y
cuantificar los principios activos luego de someter a las muestras a pruebas de

estrés o degradacion forzada.

El método analitico desarrollado para el andlisis simultaneo de Ibuprofeno y
Tiocolchicosido en tabletas resulto ser, selectivo, preciso, exacto, robusto y lineal

en el rango de concentracion establecido.

El método desarrollado y validado puede ser empleado en analisis de rutina y
control de calidad de Ibuprofeno y Tiocolchicosido combinados en tabletas, ya
gue proporciona resultados confiables y cumple con las especificaciones

establecidas en los parametros de validacion.
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VIIl. RECOMENDACIONES.

Evaluar la robustez del método desarrollado pero en este caso, variando la
longitud de onda de trabajo, utilizando otra columna y variando la concentracién
del otro solvente organico utilizado, que en este caso es el acetonitrilo.
Desarrollar y validar un método analitico para el ensayo de disolucién de
Ibuprofeno 'y Tiocolchicosido combinados en tabletas. Esta prueba
complementaria satisfactoriamente la metodologia propuesta ya que no basta
con que un medicamento cumpla con las cantidades declaradas en la
formulacion, es necesario garantizar que el medicamento se liberara
adecuadamente en el organismo para asi poder llegar al lugar de accion.

No consumir medicamentos luego de su fecha de vencimiento, aunque su
concentracion se encuentre dentro de los criterios de aceptacion, no se
recomienda hacerlo, ya que la fecha de vencimiento nos indica el periodo
durante el cual se garantizan en su totalidad la actividad y propiedades del

farmaco por parte del fabricante.
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Numero de Tr (minutos) Area As
Inyecciones Rs
TIO IBU TIO IBU TIO IBU
1 3,145 | 9,70 | 360296 | 1788893 5,33 1,17 1,15
2 3,142 | 9,69 | 359855 | 1790694 5,33 1,17 1,19
3 3,136 | 9,65 | 370106 | 1829951 5,24 1,14 1,19
4 3,135 | 9,64 | 371024 | 1835227 5,18 1,14 1,19
5 3,139 | 9,66 | 371355 | 1837710 5,39 1,17 1,15
Promedio | 3,140 | 9,67 | 366527 | 1816495 5,29 1,16 1,18
Desviacion
estandar | 0,004 | 0,03 5909 245434 0,09 0,02 0,02
Coeficiente
de
variacion | 0,130 | 0,26 1,6 1,4 1,64 1,42 1,77




Apéndice B. Linealidad. Curva de calibracion.

Tabla 1. Curva de calibracion. Linealidad dia 1. Ibuprofeno

Nivel de concentracién Concentracion Area
Patrén (%) (mg/mL) cromatografica
1 50 3,004 881477
1 50 3,004 886412
2 75 4,505 1301498
2 75 4,505 1332647
3 100 6,007 1736040
3 100 6,007 1753931
3 100 6,007 1780010
3 100 6,007 1778885
3 100 6,007 1790943
4 125 7,509 2209896
4 125 7,509 2199549
5 150 9,011 2632381
5 150 9,011 2636249
Tabla 2. Curva de calibracion. Linealidad dia 2. Ibuprofeno
Nivel de concentracion Concentracién Area
Patron (%) (mg/mL) cromatografica
1 50 3,007 907906
1 50 3,007 915028
2 75 4,511 1359545
3 100 6,015 1848362
3 100 6,015 1840799
3 100 6,015 1823509
3 100 6,015 1879966
3 100 6,015 1853979
4 125 7,518 2315139
4 125 7,518 2279991
5 150 9,022 2722875
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Tabla 3. Curva de calibracion. Linealidad dia 3. Ibuprofeno

Nivel de concentracion Concentracién Area
Patrén (%) (mg/mL) cromatografica

1 50 3 901568

1 50 3 890460

2 75 4,5 1296180
2 75 4.5 1305978
3 100 6 1762429
3 100 6 1795920
3 100 6 1773139
3 100 6 1821577
3 100 6 1790914
4 125 7,501 2200347
4 125 7,501 2232268
5 150 9,001 2661527
5 150 9,001 2643038

Tabla 4. Curva de calibracion. Linealidad dia 1. Tiocolchicésido.

Nivel de Concentracion )

Patron concentracion (%) (mg/mL) Area cromatogréfica
1 50 0,023 183076
1 50 0,023 183917
2 75 0,034 273449
2 75 0,034 276965
3 100 0,046 361440
3 100 0,046 363204
3 100 0,046 367552
3 100 0,046 368378
3 100 0,046 370186
4 125 0,057 463644
4 125 0,057 457035
5 150 0,069 559632
5 150 0,069 557159
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Tabla 5. Curva de calibracion. Linealidad dia 2. Tiocolchicésido.

Nivel de concentracion Concentracién Area
Patrén (%) (mg/mL) cromatografica
1 50 0,023 189305
1 50 0,023 185736
2 75 0,034 282691
3 100 0,045 377022
3 100 0,045 375213
3 100 0,045 371308
3 100 0,045 377587
3 100 0,045 376881
4 125 0,056 474054
4 125 0,056 468101
5 150 0,068 574860
Tabla 6. Curva de calibracion. Linealidad dia 3. Tiocolchicésido.
Nivel de concentracion Concentracién Area
Patron (%) (mg/mL) cromatografica
1 50 0,023 185912
1 50 0,023 182804
2 75 0,034 267011
2 75 0,034 271901
3 100 0,045 359146
3 100 0,045 369602
3 100 0,045 364485
3 100 0,045 375176
3 100 0,045 371942
4 125 0,057 468829
4 125 0,057 467855
5 150 0,068 560805
5 150 0,068 549417
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Apéndice C. Linealidad. Criterios de aceptacion.

Tabla 1. Criterios de aceptacion para la linealidad del Ibuprofeno. Dia 1.

Tabla 2. Criterios de aceptacion para la linealidad del Ibuprofeno. Dia 2.

Promedio de areas | Concentracion (mg/mL) Factor de respuesta

883944,3 3,004 294256
1317072,054 4,505 292358
1767961,576 6,007 294317
2204722,151 7,509 293611
2634314,915 9,011 292344
Promedio 293377

Desviacion estandar 977

% CVf 0,3

Promedio de areas

Concentracion (mg/mL)

Factor de respuesta

911467,301 3,007 303115
1359549,583 4,511 301385
1849322,963 6,015 307452
2297565,124 7,518 305609
2722874,468 9,022 301804

Promedio 303873
Desviacion estandar 2592
% CVf 0,9
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Tabla 3. Criterios de aceptacion para la linealidad del Ibuprofeno. Dia 3.

Promedio de areas | Concentracion (mg/mL) Factor de respuesta
896013,673 3 298671
1301079,15 4,5 289129
1788795,812 6 298133
2216307,137 7,501 295468
2652282,08 9,001 294665

Promedio 295213
Desviacion estandar 3804
% CVf 1,3

Tabla 4. Criterios de aceptacion para la linealidad del Tiocolchicdsido. Dia 1.

Promedio de areas | Concentracion (mg/mL) | Factor de respuesta
183496,2835 0,023 7978099
275206,521 0,034 8094309
366152,056 0,046 7959827
460339,2395 0,057 8076127
558395,834 0,069 8092693

Promedio 8040211
Desviacion estandar 65747
% CVf 0,8
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Tabla 5. Criterios de aceptacion para la linealidad del Tiocolchicésido. Dia 2.

Promedio de areas

Concentracion (mg/mL)

Factor de respuesta

Tabla 6. Criterios de aceptacion para la linealidad del Tiocolchicdsido. Dia 3.

187520,044 0,023 8153045
282690,816 0,034 8314436
375602,2458 0,045 8346717
471077,1985 0,056 8412093
574859,944 0,068 8453823
Promedio 8336023
Desviacion estandar 115893

% CVf 1,4

Promedio de areas

Concentracion (mg/mL)

Factor de respuesta

184357,946 0,023 8015563
269456,0965 0,034 7925179
368070,0706 0,045 8179335
468341,4895 0,057 8216517
555111,2705 0,068 8163401

Promedio 8099999
Desviacion estandar 124079
% CVf 1,5
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Apéndice D. Robustez.

Tabla 1. Evaluacion de la robustez. Ibuprofeno.

136

Promedio Concentracién | Porcentaje de lo
Experimento Replica de area % CV mg/tab declarado (%)
1 2 3
1 2132648,40|2108506,62|2117443,95| 2119533 0,6 607,0 101,0
2 2058182,59 | 2056897,84 | 2068124,88| 2061068 0,3 588,0 98,0
3 2248885,72|2205778,23|2178239,92| 2210968 1,6 548,0 91,0
4 2366245,51|2366098,78|2380233,55| 2370859 0,3 630,0 105,0
5 1723667,08(1743909,00|1761681,50| 1743086 1,1 599,0 100,0
6 1858218,68|1884086,62|1876859,73| 1873055 0,7 615,0 103,0
7 1691291,48|1707664,38|1742905,52| 1713954 15 604,0 101,0
8 1806762,82|1824322,42|1828831,12| 1819972 0,6 597,0 99,0
Promedio 598,0 100,0
Desviacion

estandar 24,0 4,0
% CV 4,0 4,0
s*2 10,1




Tabla 2. Evaluacién de la robustez. Tiocolchicésido.

Promedio de Concentracién| Porcentaje de lo
Experimento Replica area % CV mg/tab declarado (%)
1 2 3
1 399298,20|403445,57 | 398793,81 400513 0,6 3,9 98,0
2 388373,96|390213,20| 386377,90 388322 0,5 3,8 95,0
3 490224,98 | 489808,60 | 491151,13 490395 0,1 4,2 104,0
4 450257,00 | 444236,29 | 446981,52 447158 0,7 4,1 103,0
5 364586,16 | 356593,81 | 356385,90 359189 1,3 4,3 107,0
6 351465,28|352140,58 | 351892,98 351833 0,1 4,0 101,0
7 319554,88|320165,16 | 323858,19 321193 0,7 4,0 100,0
8 340363,69 | 348158,63 | 343905,76 344143 1,1 3,9 97,0
Promedio 4,0 101,0
Desviacion

estandar 0,1 4,0
% CV 3,9 34,0
s*2 9,9
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Apéndice E. Ecuaciones para el célculo de las figuras de mérito del sistema
cromatografico.

- Tr—T . . .z .
Factor de retencion: K’ = % siendo Tr: tiempo de retencion del analito, Ty:
M
tiempo muerto.
ny 2(T,-Ty) . . . L o
Factor de resolucion: R = e siendo W: ancho del pico cromatografico.
2 1
Wo,0s

Factor de asimetria: As = siendo Wy 0s: ancho del pico cromatografico al 5% de

2F '
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.
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Glosario de términos.

Analgésico. Es un medicamento cuya funcion principal es la de calmar, aliviar o
eliminar el dolor. Entre otros aspectos, ayuda a reducir o aliviar los dolores de cabeza,
musculares, de origen artritico y otros dolores o ataques relacionados. Existen
diferentes tipos de analgésicos, entre los que podemos destacar los analgésicos
antiinflamatorios no esteroideos, los analgésicos opiaceos mayores y otros farmacos

adyuvantes .

Antiinflamatorio. Son medicamentos que se utilizan para prevenir o disminuir la
inflamacion de los tejidos. EI mecanismo mediante el cual actian es el de impedir —0
inhibir- la biosintesis de sus agentes mediadores, conocidos como eicosanoides 0
derivados del acido araquidénico. Fundamentalmente existen dos grandes grupos de

farmacos o medicamentos antiinflamatorios: los esteroides y los no esteroides .

Antipirético. Es un medicamento que permite combatir la fiebre. Esta clase de

sustancia también recibe el nombre de antifebril o antitérmico *2.

Espacios sinoviales. Estan constituidos por el liquido sinovial o sinovia que es un
liquido producido por la membrana sinovial (membrana que cubre el interior de la
capsula de las articulaciones). Este liquido viscoso, transparente o amarillo claro,
desempefia un papel de lubrificante en la articulacion y proporciona nutricién al

cartilago *.
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Fisiopatologia. Es una de las disciplinas més elementales de los estudios médicos
generales. Consiste en los andlisis y observaciones que se le realizan al ser vivo (no
solo humanos y animales, también a la flora) desde el aspecto clinico. El término esta
compuesto por dos mas, “Fisio” que significa “Cuerpo” y “Patologia” que nos refiere a
“Enfermedad”. En la fisiopatologia no solo se estudia el cuerpo de las especies para
determinar las clases de enfermedades o para determinar la fisonomia de los 6rganos,
también se hace para captar las diferentes morfologias y deformaciones del organismo
asi como también para observar el comportamiento de este frente a algan medicamento

o tratamiento que se esté implementando .

Semisintetico. Se obtiene de elementos naturales mediante un proceso de sintesis

quimica *°.

Tisular. Es un adjetivo que se emplea en el ambito de la biologia para hacer referencia
a aquello vinculado a un tejido. Cabe recordar que los tejidos son conjuntos de

células que actiian de forma coordinada para desarrollar una cierta funcion *.

Vida media plasmatica. Es el tiempo necesario para eliminar 50 % del farmaco del
organismo. Tiempo que tarda la concentracion plasmatica del farmaco en reducirse a la

mitad de sus niveles iniciales .


http://www.intramed.net/contenidover.asp?contenidoID=84322
http://conceptodefinicion.de/flora/
http://definicion.de/tejido/

