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Resumen

El presente estudio desarroll6 y validé un método analitico de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
para cuantificar la diacereina (DCR) en capsulas duras. El proposito fue establecer una metodologia confiable
para este principio activo, dado que las farmacopeas oficiales no disponen de un método validado para él. El
desarrollo metodolégico incluy6 la seleccion de la longitud de onda (258 nm) y la elaboracién de la fase moévil
(solucién de acetato de amonio 0,1 M /ACN / TEA en proporcién 75:25:0,1;pH 6,00), logrando una separaciéon
eficiente en una columna Waters XBridge C18 3,5 um, 3,0 mm x 150 mm, a un flujo de 0,5 mL/min. Se realiz6
el tratamiento del patrén y de las muestras para asegurar resultados confiables. Los hallazgos revelaron
que el método es lineal en el rango de 0,04 a 0,06 mg/mL (R > 0,999) y preciso, con una baja variabilidad
(0,27% para el tiempo de retencion y 1,13% para la repetibilidad del método). La exactitud confirmé que tenia
una tasa de recuperacion media de 99,66 %. Un aspecto novedoso es su especificidad, como indicador de
estabilidad, lo que demuestra la capacidad de cuantificar DCR, incluso ante una degradacién forzada y completa
en condiciones basicas. Adicionalmente, el método demostré ser robusto frente a pequenas variaciones en
los parametros cromatograficos y su aplicabilidad en muestras locales result6 acertada. En conclusion, se ha
establecido y validado exitosamente un método por HPLC para la determinacién y cuantificaciéon de diacereina
en capsulas duras, que cumple con las directrices regulatorias y ofrece una herramienta confiable y sensible.
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Abstract

The present study developed and validated an analytical method using high-performance liquid chromatography
(HPLC) to quantify Diacerein (DCR) in hard capsules. The purpose was to establish a reliable methodology for
this active pharmaceutical ingredient, as official pharmacopeias do not currently present a validated method for
it. The methodological development included the selection of the wavelength (258 nm) and the elaboration of
the mobile phase (0.1M ammonium acetate solution /ACN/TEA in a 75:25:0.1 ratio, pH 6.00), achieving efficient
separation with a Waters XBridge C18 3.5 um, 3.0 mm x 150 mm column, at a flow rate of 0.5 mL/min Sample
and standard treatments were performed to ensure reliable results. The findings revealed that the method is
linear in the range of 0.04 to 0.06 mg/mL (R > 0.999) and precise, with low variability (0.27% for retention time
and 1.13% for method repeatability). Accuracy confirmed an average recovery of 99.66%. A novel aspect is its
specificity as a stability-indicating method, demonstrating the ability to quantify DCR even in the presence of
forced degradation and complete degradation under basic conditions. Additionally, the method proved robust to
small variations in chromatographic parameters and was successfully applicable to local samples. In conclusion,
an HPLC method has been successfully established and validated for the determination and quantification of
Diacerein in hard capsules, in compliance with regulatory guidelines, and provides a reliable and sensitive tool.
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INVESTIGACION Y DESARROLLO DE UN METODO DE VALIDACION DE DIACEREINA EN CAPSULAS DURAS

Introduccion

La diacereina (DCR), cuyo nombre, segun
la Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC), es acido 9,10-dihidro-4,5-
diacetoxi-9,10-2-antracenocarboxilico, es
un compuesto heterociclico con estructura
antraquinonica (Almezgagi y col., 2020)
(Figura 1). La DCR pertenece al grupo
de farmacos modificadores lentos de los
sintomas de la artrosis, conocidos por su
acronimo en inglés, SYSADOA (Symptomatic
Slow-Acting Drug in Osteoarthritis). Es un
profarmaco que, tras su administracion
oral, sufre un proceso de desacetilacion
que lo transforma en su metabolito
activo, Reina, alcanzando su concentracion
plasmatica maxima entre 1,8 y 2 horas
(Cuesta y Martinez, 2003). Su mecanismo
de accion, como farmaco no esteroideo y
antiinflamatorio, consiste en la inhibicion
de la produccion y la actividad de la
Interleucina-1, asi como de la secrecion de
metaloproteasas, sin afectar el sistema de
las prostaglandinas.

En la actualidad no existe un método
oficial reportado para el analisis de
diacereina en capsulas en las principales
farmacopeas, ni la Farmacopea de los
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Figura 1. Estructura quimica de la diacereina. Fuente:
Quimica Cérdoba S.A.
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Estados Unidos de América (USP), ni la
Farmacopea Europea (EP) presentan
un método validado y verificado para la
valoracion de este principio activo bajo
la forma de capsulas. La disponibilidad
de un método de cuantificacion validado
resulta esencial tanto para el analisis
rutinario como para la investigacion
sobre este medicamento. Esto garantiza
la seguridad, calidad y eficacia del
tratamiento, previniendo posibles errores
en la produccion de lotes que podrian
afectar negativamente a la poblacion.

Materiales y Métodos

Se empled un equipo de cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC) conformado
por una bomba marca Waters modelo 600E
System Controller, un automuestreador
de inyeccion automatico marca Waters
modelo 717 plus y un detector de arreglos
de diodo del tipo PDA marca Waters modelo
996, acoplado a un computador con el
programa Millennium 32. Se probaron dos
columnas cromatograficas: inicialmente,
para el desarrollo del método, se empled
una columna Waters yBondapak C18, 10
um, 3,9 x 300 mm, lote 0213312103; vy,
luego, para la validacién, una columna
Waters XBridge C18, 3,5 ym, 3,0 mm X
150 mm, lote 12B381351. Los reactivos
empleados fueron: acetonitrilo grado HPLC
Plus, marca Fermont; acetato de amonio de
grado reactivo, marca Merck; acido acético
dlacial, marca Mallinckrodt; y agua de grado
HPLC, purificada con el ultrapurificador
Nanopure. Todas las muestras fueron
filtradas a través de una membrana de
0,2 um antes de ser inyectadas en el
cromatografo, con membranas de filtracion
de nylon de 13 mm x 0,45 um, hidrofilicas,
PP, marca Membrane Solutions. Se utilizé
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un patréon secundario de diacereina (DCR)
durante toda la investigacion, con pureza
del 99,35% y fecha de vencimiento en
diciembre de 2026, elaborado por Ronald
Pharmaceuticals PVT LTD. Las muestras
de DCR fueron adquiridas en farmacias
locales por los autores de este trabajo de
investigacion y consisten en capsulas duras
de diacereina de 50 mg, vigentes durante
toda la investigacion.

Los datos se expresaron como las
medias * coeficiente de variacion CV, y
fueron analizados mediante la prueba ¢
de Student y se consider6é una diferencia
estadisticamente significativa con un valor
de p<0,05

Resultados
DESARROLLO DEL METODO

El primer paso fue evaluar la solubilidad
de DCR, que result6 insoluble en agua. Se
preparo el patron A (ST A), que consistia en
disolver el ST A en una solucién diluente
(SD), compuesta por una mezcla de
Acetonitrilo (ACN) y agua grado HPLC en
una proporcion de 50:50. Se le agregaron
2 mL de buffer de acido acético/acetato de
amonio 1M, pH 5; se agit6 mecanicamente
con vortex durante 5 minutos y se le aplico
ultrasonido durante 5 minutos. Resulto
soluble.

Se selecciond una longitud de onda
de 258 nm, porque es la de maxima
absorbancia obtenida para la DCR, evitando
asi errores inherentes a las leyes de Lambert
y Beer, lo que permite obtener resultados
precisos, con la ventaja de un aumento de
la sensibilidad del método, un menor error
instrumental y la garantia de la linealidad.

La evaluacion de las fases moviles se
realiz6 en condiciones isocraticas, con
el objetivo de identificar aquellas que
ofrecieran una separacion prometedora
del analito frente a posibles interferencias
de la matriz de la capsula. Finalmente, las
condiciones seleccionadas para validar el
proceso de cuantificacion de diacereina en
capsulas duras fueron las establecidas en
la Tabla I.

VALIDACION DEL METODO

Linealidad. Se realizaron tres curvas
de calibracién en tres dias distintos,
cada una con 5 niveles de concentracion:
0,040; 0,045; 0,050; 0,055 y 0,060 mg/
mL, que corresponden al 80%, 90%,
100%, 110% y 120%, respectivamente.
Se muestra en la Figura 2 cada curva de
calibracién obtenida en funciéon del area
total de las senales cromatograficas frente
a la concentraciéon del patron de DCR.
En la Tabla II, se resumen los resultados
obtenidos. Se observa que los valores del
coeficiente de determinacion (R?) obtenidos
son mayores que 0,999, lo que demuestra
un adecuado ajuste del modelo predictivo,
siendo estos los mas cercanos al de la
recta mas probable. Ademas, al realizar la
prueba de linealidad, los coeficientes de
variacion de los factores de respuesta (CV
%) obtenidos fueron todos inferiores al 5%,
lo que demuestra que no existe diferencia
estadisticamente significativa y, por lo tanto,
el método es lineal.

Al analizar los graficos de residuales
(Figura 3), no se observa una tendencia
lineal; por lo tanto, los errores no
estan correlacionados con la variable
independiente ni entre si. Estos hallazgos
refuerzan significativamente la linealidad
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Tabla I.
Condiciones cromatograficas seleccionadas para el método
de validacion de capsulas duras de DCR

Tiempo
Flujo de Volumen Columna
Composicion Fase Movil | (mL/min) | Longitud |retencién de cromatografica
de onda (min) inyeccion
A(nm) (uL)
Waters XBridge
Acetato Amonio 0,1 M: ACN: C18 3,5 um, 3,0
TEA pH 6,0 (75: 25: 0,1) 0,50 258 5,02 5,00 mm x150 mm
lote 12B381351
ACN: Acetonitrilo, TEA: Trietilamina
LINEALIDAD D48 1 LENEALIDAD DA 2
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Figura 2. Curvas de calibracién dias 1, 2 y 3. Estudio de la linealidad
Tabla II.
Resultados de la determinacion de linealidad del método
Parametro Dia 1 Dia 2 Dia 3
Ecuacioén de la recta
y=b*x +a y=6,31A7 * X -41284 | y = 6,33A7 * x - 19643 | y=6,27A7*Xx - 20511
CoFiEEE et 0,9994 0,9997 0,9997
correlacion (r)
Coeficiente de 0,9989 0,9994 0,9993
determinacion (R?)
Suma de los cuadrados 2069089559 6369661820 7503061617
residuales
Factores de Respuesta 61300454,1 62437819,13 61735381,41
promedio (f)
Coeficiente de Variacion
de los factores de 1,48 1,04 1,15
respuesta (CV f %)
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Linéalidad Dia 1: Grifies de log residuales
Liees)
N i -

i i

' .ml. - !WMMMMMMQM

T T
- p <0
™ e

o oy

Linealidad Dia 2: Grifico de o3 residuales

Limealidad Dia 3: Grifico de bt residuales

[
L}
:
i
' Wmmmtmam:mum

Cancesircids bmg =i "

i [RRSE——

Figura 3. Gréfico de residuales

del método, demostrando que el modelo
de regresion lineal utilizado es un ajuste
adecuado a los datos y que los supuestos
de aleatoriedad y homocedasticidad de los
errores se cumplen.

Especificidad. Se analizaron 6
muestras de DCR sometidas a degradacion
forzada mediante estrés quimico, mediante
ensayos de fotolisis, hidrolisis basica,
hidrdlisis acida, termolisis y oxidacién, y
una muestra inyectada a las 24 horas sin
almacenamiento especial. Se determind
el porcentaje de degradacion y la pureza
espectral de las senales cromatograficas.
Los resultados se muestran en la Tabla III.

Los cromatogramas comparativos
obtenidos en la Figura 4 muestran la
especificidad del método analitico, al no
observarse interferencias ni solapamientos
con la senal correspondiente a la DCR, lo
que evidencia que es capaz de identificar
inequivocamente al analito de interés, con
pureza espectral determinada por un valor
del angulo de pureza inferior al umbral de
ruido cromatografico.

PRECISION

Precision del sistema cromatografico:
Fue determinada a partir de 5 inyecciones
repetidas del patrén a la concentracion del

Tabla III.
Contenido de diacereina, angulos de pureza (PA) y umbral de ruido (TH) de las
muestras sometidas a pruebas de degradacion forzada

Muestra Contenido (mg/cap)| % Degradacion PA TH
Muestra Control 49,51 0.00 0.105 0,257
Fotolisis 48,04 2,97 0,186 0,253
HCI 1N 6,50 86,87 0,576 0,494
H,0, 10% 34,67 29,97 1,195 0,246
Termolisis 14,55 70,61 0,09 0,231
NaOH 1IN 0,00 100,00 - -
Muestra 24h 57,89 No aplica 0,142 0,228

PA: Angulo de pureza TH: Umbral de ruido
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Figura 4. Cromatogramas de las muestras de DCR sometidas
a degradacion forzada

100% (0,050 mg/mL). Se obtuvieron CV
para el tiempo de retencion y el area bajo la
curva de 0,27 % y 0,3 %, respectivamente.
Ambas desviaciones estaban muy por
debajo del 2%, lo que indica que el sistema
cromatografico se encontraba en 6ptimas
condiciones para su uso.

Repetibilidad. Se encontr6 que, en
promedio, cada capsula de diacereina
contenia 48,71 mg (97,41% con respecto
a lo declarado) de principio activo, con
un coeficiente de variacion del 1,54%, lo
que confirmé que el método era repetible,
al presentar una variabilidad menor del

wm i ‘woa ol el (=

Tabla IV.
Resultados de la repetibilidad del método
de determinacion de DCR en capsulas

Réplica Contenido Diacereina
mg/cap

1 49,72
2 49,15
3 49,20
4 47,84
3 48,14
6 48,18
Promedio 48,71
% respecto al 97,41
declarado

S 0,75
cv 1,54
RSDr 3,17
HorRat 1,13

S: desviacién estandar; CV: coeficiente de variacién; RSDr:
coeficiente de variacién de Horwitz; HorRat: indice de Horwitz

2%. La Tabla IV presenta los resultados
de la repetibilidad del método analitico.
Adicionalmente, se calcul6 el coeficiente de
variacion de Horwitz, que resulté en 3,17%,
para calcular el valor de HorRat, que aporta
al método una verificacion estadistica
adicional, el cual arroj6é 1,13%, lo que
confirmé que el método era repetible, al
tener una variabilidad menor del 2%.

Precision intermedia. En la Tabla V
se presentan los resultados obtenidos al
aplicar la metodologia propuesta durante
tres dias distintos, empleando el mismo
equipo y analista. Los porcentajes de DCR
respecto del declarado cumplen con las
especificaciones del medicamento durante
los tres dias de analisis. Adicionalmente,
al encontrar valores de CV inferiores al
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Tabla V.
Resultados de la precision intermedia
en la determinacion de diacereina

Contenido Diacereina
Réplica (mg/cap)

Dial [Dia2 [Dia 3
1 50,38 (49,16 | 48,52
2 49,02 (48,30 48,13
& 48,10 (49,34 | 48,71
Promedio 49,16 (48,93 48,45
% respecto al declarado| 98,33 | 97,87 | 96,91
S 1,15 | 0,56 | 0,30
CV 2,33 1,14 | 0,61

S: desviacién estandar, CV: coeficiente de variacién

doble del CV obtenido en el estudio de
repetibilidad, se reconfirma la excelente
precision intermedia del método propuesto.

Exactitud: Se calcul6 el porcentaje de
recuperacion obtenido en los tres niveles
(75%,100% y 125%) (Tabla VI). Para
confirmar que un método es exacto, el
% de recuperacion debe aproximarse lo
mas posible al 100%, obteniéndose un %
promedio de recuperacion de 99,66%, lo
que demuestra que el % de recuperacion
es satisfactorio. Al aplicar la prueba t de
Student, se obtuvo un valor t de 0,619.
Al ser el t_ menor que el t_ . que era
4,303, para un intervalo de confianza del
0,05. Se concluye que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre el %
de recuperacion media y el 100 %, lo que
indica que la metodologia propuesta es
exacta.

Robustez. El método para la
determinacion de diacereina en capsulas

Tabla VI.
Porcentaje de recuperacion de diacereina
mediante la adicion de Patron (Spike)

Nivel de Recuperacion

Concentraciéon (% R)
75% 98,77
100% 99,53
125% 100,67
Media 99,66

S 0,96

CVv 0,96

S: desviacién estandar, CV: coeficiente de variacion

duras demostro ser robusto, al no presentar
diferencias significativas al realizar cambios
deliberados en las siguientes condiciones:
flujo de la fase moévil de 0,5 mL/min = 0,1,
composicion de ACHN de la fase movil en
proporcion del 25% con variacion de = 5%
v/v, y pH de la fase movil de 6,0 = 0,5. En
la Tabla VII se presentan los resultados del
estudio de robustez. Se puede observar
que la influencia de las variables estudiadas
present6 valores inferiores a Sv2, lo que
permite concluir que el método es robusto
ante las modificaciones aplicadas a los
parametros, de acuerdo con el diseno de
matriz de Plackett y Burman.

Limite de Deteccion (LOD) y Limite
de Cuantificaciéon (LOQ): Para la
determinacién del limite de deteccion
(LOD) y del limite de cuantificacion (LOQ), se
elabor6 una curva de calibracién con cinco
niveles de concentraciéon de analito del 1%,
2%, 3%, 4%y 5%, que se corresponden con
las concentraciones de 0,5097 ppm, 1,0193
ppm, 1,5289 ppm, 2,0386 ppm y 2,5483
PpPmM, respectivamente.

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 89 - Y° 1 - 2026
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Tabla VII.
Porcentaje de recuperacion de diacereina
mediante la adicion de Patron (Spike)

Tabla VIII.
Resultados obtenidos con la aplicacion del
método en el medicamento Ay B

Parametro Influencia Resultado
A 4,55 Conforme
B 3,6 Conforme
C 0,03 Conforme
AB 0,58 Conforme
AC 4,55 Conforme
BC 3,87 Conforme
ABC 0,84 Conforme
S 8,98

S 2 12,70

A: Flujo (mL/min); B: % de ACN; C: pH
S: Desviacion estandar

Se obtuvieron un LOD de 0,0309 ppm y
un LOQ de 0,4761 ppm para DCR, siendo
este ultimo ligeramente menor que el nivel
del 1% de la curva de calibracion. Estos
resultados muestran que el método es
sensible a concentraciones bajas de DCR y
puede utilizarse para el analisis de trazas y
la validacion de la limpieza de equipos.

Aplicabilidad. Una vez validado el
método, se aplicé en el analisis de dos
medicamentos de laboratorios diferentes:
Medicamento A, de laboratorio nacional, y
Medicamento B, importado, pero con registro
sanitario, con el fin de demostrar que el
método propuesto es capaz de cuantificar
inequivocamente la DCR con precision y
exactitud. Los resultados, descritos en la
Tabla VIII, obtenidos en el analisis de los
medicamentos A y B, demuestran que el
método es capaz de cuantificar diacereina
con precision y exactitud, ya que en todos
los casos cumple satisfactoriamente con
coeficientes de variacion menores al 2%;
sin embargo, podemos observar que el

Muestra Contenido D‘iacereina
(mg/cap)
A B

Mx 1 48,88 45,04
Mx1 48,94 45,05
Mx2 48,58 43,20
Mx2 48,59 43253
Mx3 48,55 4429
Mx3 48,34 44,243
Promedio 48,65 4417
% respecto al 97,29 88,35
declarado
CN 0,46 186

medicamento B no cumple con el contenido
declarado.

Conclusiones

El método analitico desarrollado para la
determinacion de diacereina en capsulas
duras presenta un comportamiento lineal en
el rango de concentraciones de 0,040 a 0,065
mg/mL y un coeficiente de determinacion
mayor que 0,99. El método resulto6 ser preciso,
exacto, especifico, robusto y capaz de detectar
trazas de medicamento dentro de los limites
de cuantificacion y de determinacion. El
método cumple con los criterios establecidos
para la validacion de la USP y la ICH, por lo
que puede aplicarse como método rutinario
para pruebas de control de calidad y
como indicador de estabilidad. El método
desarrollado cumple satisfactoriamente con
los criterios de aceptacion, proporcionando
la confianza para analizar medicamentos
de manera segura y de calidad, para su
administracion a la poblacion.
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