Desarrollo y validacion de un método
analitico por HPLC para la determinacion
simultanea de ibuprofeno y tiocolchicosido
en comprimidos

M. Gonzalez", M. Bor™, R. Amaro?
"Laboratorio de Analisis de Medicamentos. Facultad de Farmacia.

Universidad Central de Venezuela. Caracas, Venezuela.

2 Centro de Quimica Analitica. Escuela de Quimica. Facultad de Ciencias.

Universidad Central de Venezuela. Caracas, Venezuela

Development and validation of an analytical method by HPLC for the simultaneous
determination of ibuprofen and tiocolchicoside in tablets

Desenvolupament i validacio d'un metode analitic per HPLC per a la determinacié simultania de
ibuprofeno i tiocolchicosido en comprimits

RECEIVED: 18 OCTOBER 2018; ACCEPTED: 19 NOVEMBER 2018

ABSTRACT

Is was developed and validated an analytical meth-
odology by HPLC for the simultaneous determination
of Ibuprofen and Thiocolchicoside in tablets. The op-
timal separation conditions were achieved with the
Hamilton PRP-1 column (5 pm, 4.1 x 150 mm) with
a mobile phase constituted by methanol: acetonitrile:
water (10:20:70)% v / v'y 0.05% triethylamine a pH ad-
justment to 8.0 £ 0.1 with 85% orthophosphoric acid.
The mobile phase flow was 1.3 mL / min, an injection
volume of 5 pL and the wavelength of 260 nm. The
methodology presented linearity in the concentration
range of 3.0 to 9.0 mg / mL for Ibuprofen and 0.02
to 0.06 mg / mL for Thiocolchicoside, with a coeffi-
cient of determination greater than 0.999, accuracy
was obtained with a recovery percentage of 99.3 and
99.8% for Ibuprofen and 99.3 and 100.5% for Thiocol-
chicoside. The presence of degradation products was
determined through the analysis of spectral purity,
especially when the samples are exposed for 3 days in
the presence hydrogen peroxide, and in Ibuprofen in
the presence of acid hydrolysis. In the analysis of an
expired drug it was demonstrated how the proposed
method is able to determine the quantities of active
principles present.

Keywords: Ibuprofen; thiocolchicoside; determina-
tion; validation; stability indicators.
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RESUMEN

Se desarrolld y validé una metodologia analitica por
HPLC para la determinacién simultanea de Ibuprofe-
no y Tiocolchicésido en comprimidos. Las condicio-
nes éptimas de separacién se lograron con la colum-
na Hamilton PRP-1 (5 pm, 4,1 x 150 mm) empleando
fase movil constituida por metanol: acetonitrilo: agua
(10:20:70) % v/v y 0,05 % de trietilamina a pH a 8,0
+ 0,1 con 4cido ortofosférico al 85 %. El flujo de fase
moévil fue 1,3 mL/min, volumen de inyeccién de 5 uL.
y longitud de onda de 260 nm. La metodologia pre-
senté linealidad en el intervalo de concentracién de
3,0 a 9,0 mg/mL para Ibuprofeno y 0,02 a 0,06 mg/
mL para Tiocolchicésido, con un coeficiente de de-
terminacién mayor a 0,999. Se obtuvo exactitud con
un porcentaje de recuperacién de 99,3 y 99,8 % para
Ibuprofeno y 99,3 y 100,5 % para Tiocolchicésido. Se
determind la presencia de productos de degradacion a
través del andlisis de pureza espectral, especialmente
cuando se exponen las muestras durante 3 dias a la
presencia de peréxido de hidrégeno, y en Ibuprofeno
en presencia de hidrdlisis dcida. En el andlisis de un
medicamento vencido se demostré como el método
propuesto es capaz de determinar las cantidades de
principios activos presentes.

*Corresponding author: *maria.igp8@gmail.com;
**marisabel.bor@gmail.com




Palabras claves: Ibuprofeno; Tiocolchicésido; de-
terminacion; validacién; indicadores de estabilidad.

RESUM

Es va desenvolupar i va validar una metodologia ana-
litica per HPLC per a la determinacié simultania de
ibuprofeno i tiocolchicésido en comprimits. Les con-
dicions optimes de separacié es van aconseguir amb
la columna Hamilton PRP-1 (5 pum, 4,1 x 150 mm) em-
prant fase mobil constituida per metanol: acetonitril:
aigua (10:20:70)% v / v i 0,05% de trietilamina a pH a
8,0 + 0,1 amb acid ortofosforic al 85%. El flux de fase
mobil va ser 1,3 ml / min, volum de injeccié de 5 ml i
longitud d'ona de 260 nm. La metodologia va presen-
tar linealitat en l'interval de concentracié de 3,0 a 9,0
mg / ml per ibuprofeno i 0,02-0,06 mg/ml per tiocolc-
hicésido, amb un coeficient de determinacié major a
0,999. Es va obtenir exactitud amb un percentatge de
recuperaci6 del 99,3 i 99,8% per ibuprofeno i 99,3 i
100,5% per tiocolchicésido. Es va determinar la pre-
séncia de productes de degradacié a través de l'analisi
de puresa espectral, especialment quan s'exposen les
mostres durant 3 dies a la preséncia de peroxid d'hi-
drogen, i el ibuprofeno en preséncia d'hidrolisi acida.
En l'analisi d'un medicament vengut es va demostrar
com el metode proposat és capag de determinar les
quantitats de principis actius presents.

Paraules clau: Ibuprofeno; tiocolchicdsido; deter-
minacid; validacié; indicadors d'estabilitat.

INTRODUCCION

Ibuprofeno, quimicamente denominado 4cido (RS)-
2-(4-isobutilfenil) propanoico (Figura 1-a), es un an-
tiinflamatorio no esteroideo ampliamente utilizado
como analgésico y antiinflamatorio en el tratamien-
to de la osteoartritis y la artritis reumatoidea, entre
otras enfermedades’. Tiocolchicésido o N-[3-(B-
Dglucopiranoxiloxi)-5, 6, 79-tetrahidro-1,2-dime-
toxi-10(metiltio) 9-oxobenzo [a] heptalen-7il] ace-
tamida, (figura 1-b) es un agente relajante muscular
con acciones antiinflamatorias y analgésicas, es muy
utilizado para el tratamiento de los espasmos muscu-
lares y los trastornos reumatolégicos, ortopédicos y
traumatoldgicos 2.
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Figura 1. Estructura quimicas de:
(a) Ibuprofeno. (b) Tiocolchicésido

Los antiinflamatorios no esteroideos y los agentes
relajantes musculares conforman el tratamiento far-
macoldgico del dolor y su combinacién brinda una
analgesia satisfactoria a la vez que permite aliviar
tanto el proceso inflamatorio resultante de la lesién
tisular, como el espasmo muscular asociado, lo que se
traduce en una recuperacion funcional més rdpida °.

El método analitico para la determinacién simulta-
nea de ambos principios activos no aparece reportada
en ninguna de las monografias oficiales, es por ello,
que se propuso desarrollar un nuevo método analitico
por Cromatograffa Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)
para la determinacién simultdnea de la cantidad de
Ibuprofeno y Tiocolchicésido en comprimidos. Una
vez desarrollado el método se procedié a su valida-
cién. Para que un procedimiento pueda ser validado,
es necesario considerar las recomendaciones sugeri-
das en textos oficiales, entre ellos destaca la USP 38,
especificamente en el capitulo <1225> “Validacion de
los Procedimientos del Farmacopeicos” *. Los procedi-
mientos para la validacién de métodos analiticos se-
gin la USP estan directamente relacionados con las
pautas establecidas en la Conferencia Internacional
de Armonizacién (ICH), especificamente en el texto
“Validacion de procedimientos analiticos: texto y me-
todologia” Q2 (R1) ®

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Para la validacién de la metodologia se utilizé un
cromatdégrafo liquido de alta eficiencia de la casa co-
mercial Waters, conformado por una bomba mode-
lo 600E, un inyector automuestrador, modelo 717 de
Plus, un detector de arreglo de diodos, modelo PDA
996. El cromatégrafo estd conectado a un computador
con un programa Millenium 32". Para la separacién se
evaluaron dos columnas: Symmetry C18 (5 um, 150 x
4,6 mm) y Hamilton PRP-1 (5 pm, 4,1 x 150 mm). Se
emplearon los siguientes solventes grado HPLC: ace-
tonitrilo, metanol y trietilamina. Adicionalmente se
utilizé hidréxido de sodio 99%, 4cido clorhidrico 37%,
acido o-fosférico 85% y peréxido de hidrégeno al 35%.
El agua utilizada para todos los andlisis proviene del
equipo de destilacién Cascada Ro Waters (Pall Cor-
poration) y purificada en el ultrapurificador de agua
Barnstead (Nanopure). Para la fase maévil se partié de
mezclas constituida por metanol: acetonitrilo: agua
en diferentes proporciones y se agregd 0,05 % de trie-
tilamina como formador de par i6nico ajustando el
pH de la fase mévil en 8,0 + 0,1 con acido ortofosfori-
co al 85 %. Elflujo de fase mévil fue de 1,3 mL/min, el
volumen de inyeccién de 5 pL y la longitud de onda de
260 nm. Las mediciones de pH fueron realizadas con
el potenciémetro Orion Research modelo 601 A. Para
el tratamiento y disolucién de las muestras se empled
una solucién diluente compuesta por una mezcla
acetonitrilo y agua en relacién 50:50 % v/v. Todas las
muestras fueron filtradas antes de ser inyectadas en el
cromatdgrafo con membranas de filtracién de nylon
de 0,45 pm millipore.
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Patrones

Se emplearon patrones de referencia secundarios de
Ibuprofeno (% de pureza=100,6%) y Tiocolchicésido
(% de pureza= 100,7 %). Ambos patrones se encontra-
ban vigentes al momento de la investigacién

Muestras

Se analizaron 4 muestras comerciales de medica-
mentos fabricados y distribuidos en Venezuels; tres de
ellos vigentes (medicamentos A, Cy D) y uno vencido
(medicamento B). Todos los medicamentos estudia-
dos declaraban contener 600 mg de Ibuprofeno y 4 mg
de Tiocolchicésido por comprimido. Con los medica-
mentos A, Cy D se prepar6 un material de referencia
interno (MRI), ya que no se contaba con material de
referencia certificado. El MRI debe ser preparado por
el laboratorio para su exclusivo uso interno. El MRI
se realiz6 mezclando homogéneamente 30 tabletas de
tres fabricantes distintos, 10 por cada fabricante ¢. Se
elabord con el propésito de desarrollar un método uni-
versal, estableciéndose la identidad del o los fairmacos
presentes en el medicamento y que permita distinguir
entre compuestos con estructuras estrechamente re-
lacionadas que pudieran estar presentes, esta identi-
ficacién debe ser especifica para el o los firmacos, no
importando que marca comercial sea el medicamento
sino que el método analitico sea capaz de identificar la
cantidad de Ibuprofeno y Tiocolchicésido presente en
los comprimidos, con la finalidad de ofrecer una me-
todologia universal de calidad, segtn lo establecido en
la USP 38, en el capitulo <2> Medicamentos orales-
Pruebas de calidad de productos’.

Validacién del método cromatogréfico

Una vez desarrollada la metodologia analitica se
procedié a validarla, segtin la categoria I del apartado
<1225> de la USP 38 para la cuantificacién de princi-
pios activos en productos farmacéuticos terminados *.

Linealidad

Para el estudio de la linealidad la ICH recomienda
preparar soluciones de estdndar de al menos 5 niveles
de concentracion, las cuales deben encontrarse en un
intervalo minimo de 80% a 120% de la concentracién
de referencia; este procedimiento debera repetirse en
tres dias diferentes, para evaluar estadisticamente la
regresion lineal del sistema °. Los patrones se prepa-
raron en un rango del 50 a 150% para asegurar asi la
determinacion de la concentracién de componentes
de los medicamentos en estudio, 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, con estos valores se construyeron las
curvas de calibracién y se determind el coeficiente de
determinacién de la mismas.

Especificidad

La especificidad es la capacidad de evaluar de ma-
nera inequivoca el analito en presencia de aquellos
componentes cuya presencia resulta previsible, como
impurezas, productos de degradacién y componentes
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de la matriz * En el caso del andlisis de un fairmaco,
resulta de gran utilidad contar con las materias pri-
mas, subproductos de sintesis y productos de degra-
dacién % Al no contar con este dltimo, fue necesario
realizar un ensayo de degradacién artificial que con-
sistia en pesar el equivalente a 150 mg de ibuprofeno
y 1 mg de tiocolchicésido (1/4 de peso promedio del
MRI) en un balén de 10,00 mL y se someti6 a cada una
de las siguientes condiciones de degradacion forzada
durante 3 dias:

Muestra control: No se le realizé ningtn tratamien-
to previo.

Fotdlisis: se expuso a radiacion visible

Hidrolisis dcida: se le afiadié 1,00 mL de acido clor-
hidrico (HCI) 1IN

Hidrolisis basica: se le afiadi6é 1,00 mL de hidréxido
de sodio (NaOH) 1N

Oxidacién: se le anadi6é 1,00 mL de perdxido de hi-
drégeno (H,0,) al 35 %

Termdlisis: se someti6 la muestra a calentamiento
en un bano de vapor durante 3 horas a una tempera-
tura de 60 °C.

Una vez concluido el tiempo de exposicion se en-
rasaron las muestras con solucién diluente, poste-
riormente se centrifugd por 10 minutos, separando
la fase liquida de los residuos sélidos, se tomé del
sobrenadante 4 mL de muestra y se diluyé a 10 mL
con solucién diluente. Adicionalmente se prepar6 un
patrén combinado al 100% en concentracién 6,0 mg/
mL de Ibuprofeno y 0,04 mg/mL de Tiocolchicésido.
La muestra control, que fue preparada, analizada y
luego se dejé en reposo durante 3 dias, para ser de
nuevo analizada a fin de evaluar la degradacién de la
solucién de andlisis del medicamento con el tiempo.
Este analisis se completd con el estudio de pureza del
pico cromatogréfico correspondiente a cada analito.

Precisién

La precisién del método fue evaluada mediante las
determinaciones de repetibilidad y precisién interme-
dia. La precision debe ser determinada analizando un
numero suficiente de muestras, que permitan calcular
estadisticamente la desviacién estandar y la desvia-
cién estandar relativa (coeficiente de variacion) 4.

Precisién de sistema cromatografico.

Se evalu6 inyectando cinco veces una disolucién pa-
trén combinada que contenia 6,0 mg/mL de Ibupro-
feno y 0,04 mg/mL de Tiocolchicésido. Y se calculé
el respectivo coeficiente de variacién, tanto para las
dreas como para los tiempos de retencion, utilizando
la ecuacién 1.

s
CV == x 100 (1)

Donde s corresponde a la desviacion estandar y x al
promedio del drea bajo la curva de las determinacio-
nes.

Repetibilidad.

Se evalué mediante la preparacién de 6 muestras al
100 % (6,0 mg/mL de Ibuprofeno y 0,04 mg/mL de
Tiocolchicésido), las cuales fueron preparadas tal
como se especifica en la preparacion del MRI, cada



muestra se inyectd por duplicado en el cromatégrafo.
A partir de las dreas obtenidas con estas muestras y
una curva de calibracién preparada ese dia se deter-
mino el valor promedio y el coeficiente de variacién
de la cantidad de Ibuprofeno y Tiocolchicésido en
(mg/comprimido).

Precisién intermedia.

La precisién intermedia se puede evaluar realizan-
do variaciones en alguna de las siguientes condicio-
nes dias, analistas y equipos *. En esta investigacidn,
se estudio la precisién intermedia en diferentes dias.
Para ello se prepararon 3 muestras al 100 % (6,0 mg/
mL de Ibuprofeno y 0,04 mg/mL de Tiocolchicésido),
tal como se especifica en la preparacién del MRI, cada
muestra se inyecté por duplicado en el cromatégra-
fo. A partir de las dreas obtenidas con estas muestras
y una curva de calibracién preparada en cada dia se
determind el valor promedio y el coeficiente de varia-
cién de la cantidad de Ibuprofeno y Tiocolchicésido
en mg/comprimido.

Exactitud

Para la exactitud se empled el método de patrén
anadido a una muestra que se le ha determinado su
concentracién. Para lograrlo el MRI se contamind
con una cantidad determinada de un patrén de con-
centracién conocida y se determind 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 concentracién normal
de trabajo. Recomiendan preparar muestras indepen-
dientes por triplicado a cada nivel de concentracién *.
Finalmente se calcula el porcentaje de recuperaciéon
como medida de la exactitud con la ecuacion (2).

(Conc.muestra enriquecida — Conc. muestrasin enriquecer) e
x

% de recuperacién =

2

Se prepararon muestras por triplicado en un rango
de concentracién de 75, 100 y 125%, para cada nivel de
concentraciéon. Las concentraciones de las muestras
fueron calculadas utilizando una curva de calibracién
realizada el mismo dia.

Conc. estindar

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 pardmetros
establecidos para la evaluacién de la robustez del
método fueron el flujo de la fase mévil, pH de la fase
moévil y composicién del disolvente organico (% me-
tanol). El empleo del disefio de la matriz de Plackett
y Burman, permitié estudiar el efecto que tienen las
variables seleccionadas cuando han sido modificadas
ligeramente.

Luego se comprueba si existe influencia significativa
sobre el resultado con la ecuacion (3).

Si Vgl > sVZ = Diferencia significativa (3)

Donde V es el médulo de la diferencia y s es la des-
viacién estdndar °.

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 los medicamentos
A, B, Cy D. La importancia de estudiar el medica-
mento B radica en evaluar si el método es capaz de
demostrar la composicién del medicamento una vez
vencido. Para la determinacién simultdnea de Ibupro-
feno y Tiocolchicésido, se establecié como criterio de
aceptacion un porcentaje respecto a lo declarado en-
tre 90 - 110 %, obtenida a partir de la relacién entre la
cantidad del analito encontrada y lo declarado por el
fabricante del medicamento por 100 *.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo del método de separacion

Para la evaluacién de las condiciones cromatogra-
ficas se utilizaron los patrones de Ibuprofeno y Tio-
colchicésido en concentraciones de 6,0 mg/mL y 0,04
mg/mL respectivamente.

Para la optimizacién del método de separacion se
consideré primeramente las propiedades acido-base
de los compuestos en estudio, es asi 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 puede
permitir la separaciéon de estos compuestos con el
ajuste de pH en la fase movil.

Tomando en consideracion el efecto del pH se partié
de una fase moévil que contiene metanol: acetonitrilo:
agua (25:15:60) % v/v a un pH=8,0 dado que con este
pH se asegura que ambas especies estén en su forma
organica no disociada. En la figura 2-a se muestra el
cromatograma obtenido con esta fase mévil y se pue-
de apreciar la banda correspondiente a Tiocolchicé-
sido en 2,60 minutos e Ibuprofeno en 12,34 minutos
con un tiempo total de corrida de 22 minutos. Debi-
do a la alta dispersién de la banda del ibuprofeno se
considerd el uso de un formador de par i6nico, para
mejorar la retencién y disminuir la polaridad de esta
especie acida.

El principio de la cromatografia de par idnico es
agregar un compuesto i6nico a la fase mévil que apor-
te un contraién de carga opuesta a la del analito de
interés, para las muestras que contienen 4cidos car-
boxilicos el contraién ideal tiene grupos amino. Para
este caso se utilizé como agente formador de par i6ni-
co la trietilamina (TEA). En la figura 2-b se muestra el
cromatograma de patrén combinado de ibuprofeno y
tiocolchicdsido, utilizando una fase mévil compuesta
por metanol: acetonitrilo: agua (10:20:70) % v/v, 0,05
% TEA y pH 8,0. Aunque se obtiene una mejora sig-
nificativa en la forma del pico de ibuprofeno este sigue
teniendo una larga cola.
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Una de las grandes desventajas que tienen las colum-
nas de fase unida quimicamente en soportes de silica
es que los grupos siloxanos de la superficie cubiertos
por sililacién 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 originan
picos cromatograficos con cola. Existen en el mercado
columnas en base poliméricas que se comportan de
manera similar a las columnas de fase unida quimi-
camente pero sin su polaridad indeseable como por
ejemplo las PRP fabricadas de poliestireno-divinil
benceno. Estas columnas tienen ademds la gran ven-
taja de poder trabajar a pH entre 1y 13 lo que permi-
ten aumentar su selectividad significativamente.

e TOOOLCHG0S00- 2550

(b)

Figura 2. Cromatogramas correspondientes al patron
combinado de Tiocolchicdsido e Ibuprofeno utilizando la
fase movil: acetonitrilo: metanol: agua en la proporcién:

(a) (25:15:60) % v/v y (b) (10:20:70) con 0,05% de TEA,
ambos a pH 8,0y flujo 1,0 mL/min, en columna Symme-

try C18 (5 um, 150 x 4,6 mm)

La figura 3-a se presenta el cromatograma obtenido
inyectando las muestras en una columna Hamilton
PRP-1 (5 um, 4,1 x 150 mm), la fase mévil estd cons-
tituida por metanol: acetonitrilo: agua (10:20:70) %
v/v, 0,05 % TEA a pH 8. El flujo fue ajustado de 1,0
a 1,3 mL/min para disminuir el tiempo de retencién
de ambos componentes. Este cromatograma muestra
un pico mas simétrico para el ibuprofeno, una buena
separacion entre Tiocolchicésido e Ibuprofeno con Rs
= 3,64 y un tiempo de andlisis total de 10 minutos.

Validacién del método

En la figura 3-b se presenta el cromatograma de la
muestra, preparada a una concentracién equivalente
de Ibuprofeno 6,0 mg/mL y Tiocolchicésido 0,04 mg/
mL. Se puede observar que no existe interferencia en-
tre los excipientes y los principios activos presentes
en la muestra.

Linealidad

Se realiz6 una curva de calibracién con cinco nive-
les de concentracién, para el Ibuprofeno 3,004, 4,505,
6,007, 7,509, 9,011 mg/mL. En la grafica 1-a se muestra
la curva de calibracién obtenida en funcién del 4rea
total de las senales cromatograficas frente a la concen-
tracion del patrén de Ibuprofeno, la cual corresponde
a una linea recta con ecuacién: y= 292209x + 7727,7
con un R*=0,9992 indicando que existe una relacién
lineal. Los niveles de concentracién para el Tiocolchi-
césido son 0,023, 0,034, 0,045, 0,056, 0,068 mg/mL.
En la gréfica 1-b se muestra la curva de calibracién
obtenida en funcién del drea total de las senales cro-
matograficas frente a la concentracién del patrén de
Tiocolchicdsido, la cual corresponde a una linea recta
con ecuacién: y= 9E+06x - 10547 con un R*=0,9996
indicando que existe una relacién lineal.
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Figura 3. Cromatogramas correspondientes a: (a) patron
combinado de Tiocolchicésido e Ibuprofeno (b) muestra.
Utilizando la fase movil: acetonitrilo: metanol: agua
(10:20:70) % v/v y 0,05 % TEA y pH 8,0 con flujo de 1,3
mL/min en columna Hamilton PRP-1 (5 ym, 150 x 4,1
mmn).
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Grafica. 1: Curva de calibracion para patrones de: (a)
Ibuprofeno (b) Tiocolchicdsido. Ajuste de minimos cuadrados

Especificidad

Las muestras sometidas a degradacién forzadas fue-
ron analizadas y los resultados obtenidos se compara-
ron con patrén y muestra control. Se puede observar
que ninguno de los dos analitos tienen especies inter-
ferentes, ya que se puede confirmar por la correlacién
entre el dngulo de pureza (PA) menor al dngulo del
umbral (TH), en todos los casos el PA es menor al TH.

En las tabla 1 se presentan los resultados obtenidos
luego de aplicar las pruebas de degradacién forzada
a los dos principios activos. Se puede observar que
para las condiciones de muestra en reposo por 3 dias,
fotdlisis, hidrdlisis 4cida, hidrélisis basica y termoli-
sis el porcentaje de degradado es menor al 20 % de
la concentracién inicial, que es lo recomendado para
que no exista interferencia significativa ?, lo que nos
indica que esos degradados no interfieren con nues-
tras sefiales de interés, dando la condicién de espe-
cificidad al método, que a pesar de la degradacién no
existen senales superpuesta sobre esas senales. Sin
embargo, para la condicién de oxidacién se observa
para Ibuprofeno un porcentaje de degradado de 20,3
%, existiendo una pequena interferencia y para el caso
de Tiocolchicésido no se observé presencia de senal,




Tabla 1 Especificidad del método para la determinacién de Tiocolchicésido e Ibuprofeno

Tiocolchicésido (TIO) Ibuprofeno (IBU)
% %
respecto a respecto
Cno lo % Cgo alo %
Condicién PA TH (mg/comp) declaradi degradad PA TH (mg/comp) declarad degradad
Muestra
control 0.673 1,141 428 107.0 0.039 1.017 5939 Lt (-
Muestra
(3 dias) 0.651 1.124 437 109.3 221 0.042 1.015 617.9 103.0 -4.1
Fotolisis 0.860 1,175 361 90.3 157 0.041 1.018 6129 1022 -3.2
Hidrolisis
acida 0.557 1,140 4,16 1040 28 0.030 1.018 5084 847 144
Hidrolisis
basica 0,742 1.166 4,15 103.8 3.0 0.043 1.016 625.1 1042 -5.3
Oxidacion | ....... | ..o e 0.043 1.037 473.1 78.9 203
Termdlisis 0.656 1.134 397 993 7.2 0.037 1.016 600.9 1002 -1.2

PA= Angulo de pureza | TH= Angulo del umbral | % respecto a lo declarado tio= 4mg/comp
% respecto a lo declarado mu= 600mg/comp

Tabla 2 Repetibilidad en la determinacion de Tiocolchicésido e Ibuprofeno.

Cry Cmo
L e |
1 596.0£0.7 99.3% 4.00 100.0%

2 592018 28.7% 3.90 97.5%

3 605012 100.1% 3.90 97.5%

4 587015 97.8% 3.90 97.5%

5 601018 100.2% 4.00 100.0%

6 585.0=1.0 97.5% 3.80 95.0%

Promedio 5940 99.0% 3.91 97.8%
% CV 13 1,12

CV= Coeficiente de variacién | Comp=comprimido

Tabla 3 Precision intermedia del método para la determinacion de Tiocolchicésido e Ibuprofeno.

Cantidad de Tiocolchicésido Cantidad de Ibuprofeno
Réplica de muestra mﬁe (mg/comp) (mg/comp)

Dial Dial Dia 2 Dia 3 Dia2 Dia 3

1 4.09 609 581 596 3,95 4,07

! 2 4,03 606 583 589 3,99 4,01

1 411 604 594 603 3,90 4,04

: 2 4,15 621 598 617 3,98 4,07

3 1 4.04 601 586 604 3.89 4,04

2 4,03 599 600 609 3,96 4,05

Promedio 4,08 3.95 607 590 603 4,05
Desviacion estandar 0.05 0.04 8 g 10 0,02
% CV 1,22 1,05 13 14 1.6 0.56

CV= Coeficiente de variacién | Comp=comprimido
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por lo que los principios activos en estudio se degra-
dan en presencia de peréxido de hidrégeno al 35%
en exposicién de 3 dias. También se puede observar
que para Ibuprofeno en presencia de hidrélisis 4cida
y perdéxido de hidrégeno existe una disminucion en el
porcentaje de recuperacién respecto a lo declarado,
sin encontrarse dentro de los limites de aceptacion, lo
que indica que Ibuprofeno sufri6 degradacién bajo es-
tas condiciones. De igual manera, el método es espe-

cifico, ya que permite evaluar de manera inequivoca
los principios activos en estudio.

Precisién

Repetibilidad. Los resultados obtenidos en cuan-
to a la repetibilidad se encuentran en la tabla 2, ob-
teniéndose para Ibuprofeno un valor de 594,0 mg/
comprimido con coeficiente de variacién de 1,3 % y
para Tiocolchicésido 3,91 mg/comprimidos, con un

Tabla 4 Exactitud expresada como porcentaje de recuperacion de Tiocolchicdsido e Ibuprofeno

Tiocolchicosido Tbuprofeno
Nivelde % Desviacion %o % Desviacion %
concentracion | recuperacion Promedio estandar encontrado | recuperacion | Pr d estandar encontrado

993 100.0

75% 992 993 0.1 74.46 987 993 09 74.5
999 997
99.9 99.7

100% 101.6 100.0 1.6 100.0 101.5 99.8 1.7 99.8
98.5 98.2
101.2 993

125% 98.9 100.5 14 125.6 98.5 Do'% 0.8 1241
101.3 100.1

Tabla 5 Interpretacion de los resultados de la robustez del método segiin el modelo de Plackett y Burman

Tiocolchicosido Ibuprofeno
542 9.9 10,1
Influencia Resultado Influencia Resultado

A -3.3 CONFORME 3.0 CONFORME

B 1.0 CONFORME -1.3 CONFORME

c 1.0 CONFORME 1.7 CONFORME
AB 1.4 CONFORME 3.2 CONFORME
AC -1,1 CONFORME =2.3 CONFORME
BC -6,1 CONFORME 0.1 CONFORME
ABC 0.6 CONFORME A2 CONFORME

A= pH | B= % Metanol | C= Flujo de fase mévil
S= Desviacidn estandar

Tabla 6 Determinacion simultdnea Tiocolchicdsido e Ibuprofeno en medicamentos de diferentes marcas comerciales.

TIOCOLCHICOSIDO IBUPROFENO

Medicamento | Réplica e i %r:s:;eclo v Cmt T %ris:;edo i

(mg/comp) | (mg/comp) | o140 (%) | (mg/comp) | (mg/comp) declarado (%)
1 4,07 603.3

A 2 4,04 403 100.8 1.1 604,8 601,2 100.2 10
3 3,98 5946
1 3,70 563.4

B 2 3,59 3.63 90,7 19 3610 5598 933 08
3 3.58 5544
1 4,02 565.2

G 2 4.01 3.97 99,2 1.9 563.4 558.6 93,1 L7
3 3,88 5478
1 4,09 618.6

D 2 424 4.18 1045 18 6204 622.8 103.8 0.9
3 420 6204
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coeficiente de variacién de 1,12 %. Ambos principios
activos tenfan coeficientes de variacién menores al 2
%, lo que indica que la precisién evaluada a través de
la repetibilidad del método se encuentra dentro de los
limites establecidos para métodos cromatograficos.
Precisién intermedia. Los resultados se encuentran
reportados en la tabla 3, a pesar que se evidencian va-
lores de concentracién por comprimido diferentes en
cada dia, para ambos principios activos, se obtuvo una
concentracién 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, Il y III, respectiva-
mente en Ibuprofeno, y para Tiocolchicésido se obtu-
vo 102,0 %; 98,8 % y 101,3 % para los dias I, I y I1I, res-
pectivamente. Estos porcentajes se encuentran dentro
del criterio de aceptacién de 90 — 110 %, lo que indica
que el método es aceptable en este aspecto *. También
se puede observar que los coeficientes de variacién
son menores al 2 %, para ambos analitos y diferentes
dias, lo que indica que la precisién evaluada a través
de la precisién intermedia se encuentra dentro de los
limites establecidos para métodos cromatograficos.

Exactitud

Los porcentajes de recuperacién para Ibuprofeno y
Tiocolchicdsido se muestran en la tabla 4.

Los resultados expresados en porcentaje de recupe-
racion, tanto para Ibuprofeno como para Tiocolchi-
c6sido se encuentran dentro de los limites del criterio
de aceptabilidad, comprendido entre 98,0 % a 102,0
% promedio para cada nivel, segin lo establecido en
la ICH ® y un coeficiente de variacién menor al 2,0%.

Robustez

Enla tabla 5 se muestra la interpretacion de los resul-
tados correspondientes a la robustez, segin el modelo
de Plackett-Burman. La influencia de las variables es-
tudiadas 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 mé-
vil, composicién de metanol y flujo), estos resultados
permiten garantizar que el método analitico es capaz
de soportar diferentes alteraciones experimentales
sin afectar la determinacién del contenido, tanto para
Ibuprofeno como para Tiocolchicésido.

Determinacién del contenido de Ibuprofeno y
Tiocolchicésido en medicamentos de diferen-
tes marcas comerciales

En la tabla 6 se presentan los resultados del ana-
lisis de cuatro medicamentos de diferentes marcas
comerciales (A, B, Cy D).

Se determind que todos los medicamentos cumplen
con el criterio de aceptacién de un porcentaje respecto
a lo declarado entre 90 - 110 % y también cumple con
un coeficiente de variacién menor al 2%. De acuerdo a
los resultados obtenidos se puede observar que el me-
dicamento B en su promedio se encuentra entre los li-
mites de aceptacion, pero estd por debajo con respecto
a los otros medicamentos. Es importante destacar que
a pesar de que este medicamento se encuentra vencido
y los resultados analiticos indican que los valores estdn

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 activi-
dad y propiedades del firmaco por parte del fabricante,
siempre y cuando haya sido almacenado correctamente.
En las pruebas de control de calidad no basta con ga-
rantizar las cantidades de principio activo presente en
la formulacién farmacéutica, es necesario garantizar la
liberacion del fairmaco con ensayos de disolucion, aun-
que estas pruebas no fueron objetivo de nuestro trabajo
es importante mencionar su importancia a la hora de
aprobar un medicamento. También, los firmacos estan
compuestos por moléculas quimicas que, con el paso del
tiempo, pueden degradarse y resultar téxicas para nues-
tra salud, por lo tanto, cuando se especifica la fecha de
caducidad se estd indicando hasta cudndo son estables
los medicamentos. Es por ello que es importante realizar
estudios de indicadores de estabilidad a fin de evaluar
la presencia de impurezas y productos de degradacion.

CONCLUSIONES

Se desarrolld y se validé un método analitico para el
andlisis simultdneo de Ibuprofeno y Tiocolchicésido
en comprimidos, logrando una buena separacién de
los analitos de interés con Rs 3,64 y tiempo de ané-
lisis de 10 minutos. El método analitico desarrollado
presenta un comportamiento lineal en el intervalo de
concentracién de 3,0 a 9,0 mg/mL para Ibuprofeno y
0,02 a 0,06 mg/mL para Tiocolchicésido, con un co-
eficiente de determinacién mayor a 0,999, también
demostrd ser un método preciso, exacto y especifico.

Los resultados del estudio demuestran que el método
de separacién y cuantificacién permite analizar mues-
tras de diferentes marcas comerciales de manera especi-
fica, y precisa, por lo que es un método selectivo, ya que
permite identificar la presencia de Ibuprofeno y Tiocol-
chicésido de manera confiable. Por lo que se demuestra
que el método analitico puede ser empleado para el ané-
lisis de rutina y control de tabletas que contengan como
principios activos Ibuprofeno y Tiocolchicésido.

Respecto al andlisis de un medicamento vencido se
demuestra como el método propuesto es capaz de de-
terminar las cantidades de principios activos presen-
tes, observando una disminucién de concentracién de
los principios activos en el medicamento vencido y a
pesar que la concentracion de los principios activos
se encontraban dentro de los criterios de aceptacién,
no se recomienda consumirlo. Se recomienda reali-
zar los ensayos de disolucién correspondiente, a fin
de conocer el comportamiento del medicamento en
la liberacién de los farmacos.
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