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Desarrollo y validacion de un método analitico por
cromatografia de liquidos de alta resolucién parala
determinacion de indometacina en crema

Development and validation of an analytical method by high performance liquid
chromatography for determination of indomethacin in cream

Maria Luisa Vizquez R., Alejandra Herndndez L., Berta Retchkiman C.

Departamento de Sistemas Biolégicos, Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco

Resumen

Se desarrollé un método analitico rapido y sencillo por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) con deteccion
UV para la determinacién de indometacina en crema al 2.5%. Se probaron diferentes condiciones para la cuantificacién,
encontrando mejores resultados con una columna L, (Supelcosil LC ,, 250 mm x 4.6 mm, 5 um), una fase mévil compuesta por
metanol y solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.1 (70:30), una velocidad de flujo de 1.0 mL/min y una longitud de onda de
deteccion de 254 nm. El método es rapido y lineal en un intervalo de concentraciones de 10 a 50 ug/mL (r> = 0.999), exacto (IC
100.32+4.5%) y preciso (CV< 1.5%) resultando adecuado para la cuantificacion del farmaco como método de control de calidad.

Abstract

An easy, quick and completely automatizated analytical method was developed by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) with UV detection for quantitative determination of Indomethacin in 2.5% cream. Different conditions for its determination
were tested, finding the best conditions using a L column, (Supelcosil LC18, 250 mm x 4.6 mm, 5 um), a movil phase with metanol
and phosphate buffer pH 7.1 (70:30), flow speed 1.0 mL/min and detection lambda of 254 nm. The method is quick and linear
from 10 to 50 pg/mL ((r> = 0.999), accurate (IC 100.32+4.5%) and adequate precision (CV< 1.5%), and it results in an adequate
analytical method to quantification of Indomethacin in a quality control test.
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Introduccion

La indometacina [Acido 1-(4-clorobenzoil)-2-metil-
Smetoxi-1H-indol-3-acético] -metilindol-3-il] acético; Acido
(1-(4-clorbenzoil)-5-metoxi-2-metilindo-3-leacetico)] es un
antiinflamatorio no esteroideo, analgésico y antipirético. Su
efecto se basa en la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas en
tejidos periféricos y ala inhibicién de la migracién leucocitaria a
las 4reas inflamadas. Se usa frecuentemente en el tratamiento de
los sintomas de la artritis reumatoide, osteoartritis y espondilitis
anquilosante. Lavia de administracion usualmente es oral, pero
puede administrarse por via intravenosa, via rectal o tépical.

Se han utilizado una gran variedad de técnicas analiticas para
la cuantificacién de indometacina como materia prima y en
y
preparaciones farmacéuticas principalmente tabletas y cdpsulas,
por ejemplo, titulaciones dcido-base?, espectrofotometria®™,
espectrofluorometria®, electroforesis capilar’, densitometria® y

cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR).71#

En la mayoria de los métodos publicados para cuantificar
indometacina en plasma también se determina por CLAR.1518

La metodologia analitica de la FEUM 92 edicién'’, incluye
en sus monografias el andlisis por CLAR, para indometacina
materia prima y un método por espectrofotometria UV, parala
determinacién de indometacina en tabletas utilizando cloruro
de metileno como disolvente final.

La valoracién de la suspensién de indometacina se lleva a cabo
con un procedimiento de extraccién utilizando una mezcla de
agua y éter, posteriormente, se disuelve una alicuota de la fase
etérea, en una mezcla de metanol:dcido acético glacial (99:1)
determinando la absorbancia de la solucién a 320 nm.

La USP 3220 recomienda un método por CLAR para
indometacina materia prima utilizando una columna analitica
conteniendo empaque L1 (4mmx 30cm, 10pm). La cuantificacion
de indometacina en cdpsulas y supositorios se determina por un
método espectrofotométrico a 320 nm con cloruro de metileno
como disolvente. Para las cdpsulas de liberacién extendida y la
suspensién de indometacina se utiliza un método por CLAR
con una columna L1. Las muestras se disuelven en 4cido
tostérico diluido utilizando un sonicador, para ser inyectadas
posteriormente en el cromatdgrafo.

En diversos articulos cientificos se ha reportado metodologia
analitica por CLAR para la determinacién de indometacina
con deteccién ultravioleta. Khuhawar y col. desarrollaron
un método para cuantificar isoniazida y pirazinamida en
tabletas e indometacina en cdpsulas. La columna utilizada
es YMC-ODS (150mm x 4.6 mm d.i), con una fase mévil
agua:metanol:tetrahidrofurano (59:39:2) y una velocidad de
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flujo de 2 mL/min a una longitud de onda de 328 nm. El rango
de concentraciones estudiadas fue de 10.7 a 64.08 pg/mL.!

Para la cuantificacién de indometacina en gel por CLAR
Novikovd y colaboradores utilizaron varias columnas para
el desarrollo de este método, siendo la mejor Zorbax SB-
Phenyl (75 mm x 4.6 mm, 3.5 pm) con la cual se eliminaban
las interferencias del placebo, una fase mévil compuesta de
acetonitrilo:dcido fosférico 0.2% (50:50) y una velocidad de flujo
de 1.2 mL/min utilizando para la determinacién una longitud
de onda de 237 nm.1°

El desarrollo de la nanotecnologia implica la formacién
de particulas lipidicas sélidas de tamafio nanoscépico que
contienen al firmaco de interés, para mejorar las propiedades
de solubilidad e incrementar el drea superficial efectiva, entre
otros aspectos, lo que las convierte en una excelente alternativa
a sistemas de liberacién como emulsiones y liposomas.?! Estos
sistemas de liberacién ahora se enfrentan al reto, de desarrollar
conjuntamente ensayos validados que permitan detectar y
cuantificar el firmaco contenido en las nanoparticulas en
productos terminados.?>23

Para el caso especifico de Indometacina, el desarrollo de la
nanotecnologia ha empleado esta metodologia para elaborar
principalmente cremas de aplicacién tépica lo que facilita la
absorcién de la indometacina a través de la epidermis, sobre todo
en los tejidos que rodean las articulaciones donde se requiere la
accién del firmaco.

Es importante resaltar que aunque existe un gran nimero de
métodos por CLAR para cuantificar indometacina, no existe un
método para su cuantificacion en la forma farmacéutica de crema
(conteniendo nanoparticulas). Para alcanzar este propésito, en
este articulo se presenta el desarrollo de un método por CLAR
simple, sencillo y ripido para la determinacién de indometacina
en este tipo de formas farmacéuticas.

Material y método

Reactivos

Elestindar de referencia de Indometacina fue proporcionado por
FEUM. El fosfato monobisico de potasio, el fosfato dibasico
de sodio y el dcido ortofosférico fueron grado reactivo (Baker).
El metanol fue grado cromatogréfico (Merck). El agua utilizada
fue grado cromatogrifico preparada con Direct Q_3 Millipore.

Equipo

Para llevar a cabo todos los andlisis se utilizé un sistema
cromatogrifico Perkin Elmer modelo LC-95 equipado con
una bomba cuaternaria, un inyector manual y un detector UV/
visible de longitud de onda variable 553. El equipo cuenta con
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un sistema de inyeccién de volumen constante calibrado a 20
pL. La separacién de la indometacina se llevé a cabo con una
columna L, (Supelcosil LC18), de 250 mm x 4.6 mm y 5 pm de
tamafio de particula. Se tenia acoplado un integrador Waters
745 Data Module.

Condiciones cromatograficas

Se probaron diferentes mezclas para la fase mévil, encontrando
que la mds adecuada fue metanol:solucién amortiguadora de
fostatos pH 7.1, 70:30 con una velocidad de flujo de 1 mL/min
y la deteccién a una longitud de onda de 254 nm.

Preparacion del estiandar y curva estandar

La solucién del estindar de referencia para el analisis de la crema
de indometacina, se preparé disolviendo 50 mg de indometacina
FEUM en metanol y llevando a un aforo a 100 mL con el mismo
disolvente. Posteriormente, se realizé una curva de calibracién
con un rango de concentraciones de 10 a 50 pg/mL haciendo la
dilucién final con fase maévil.

Preparacién de la muestra

Se pesaron exactamente 800 mg de crema de indometacina
equivalente a 20 mg de principio activo, se le adicioné 50 mL de
metanol y se sometié a sonicacién por 15 minutos, posteriormente
se aforé a 100 mL con metanol y se filtré utilizando un filtro
Millipore de 0.45 um. Las diluciones finales para la curva de
calibracion con la muestra se llevaron a cabo con fase mévil.

Método de validacion

La validacién del método se realizé con base en las guias de
ICH y los requerimientos farmacéuticos de fuente farmacopéica.
Una parte importante de la validacién, es la adecuabilidad del
sistema, para lo cual se calcularon el nimero de platos teéricos,
la asimetria del pico, resolucion y drea bajo la curva. Todos los
andlisis estadisticos fueron realizados con el software SPSS
version 19.

Linealidad y precision

La linealidad del sistema se determiné con el coeficiente de
correlacién en un rango de concentraciones de 10 a 50 pg/
mL (33.34-166.67%), utilizando cinco curvas de calibracién
del estdndar disuelto en la fase mévil metanol:solucién
amortiguadora pH 7.1 (70:30). La precisién del sistema fue
evaluada con el coeficiente de variacién utilizando nueve
muestras de la concentracién correspondiente al 100%.

Para la linealidad del método se analizaron cinco curvas de
calibracién con la crema de indometacina en un intervalo de
concentraciones de 10 a 50 pg/mL. Para llevar a cabo el andlisis
del coeficiente de correlacién y el andlisis de varianza de la
regresion, la variable de respuesta considerada es el drea bajo la
curva en funcién de la concentracion.
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Se evalda el andlisis de regresién para el porcentaje de
recuperacioén obtenido bajo el tratamiento de las muestras como
se ha descrito.

Exactitud y precisién

La exactitud del método se determiné con 30 muestras de crema
a tres rangos de concentracién 24, 30 y 36 pg/mL (80,100 y 120
%), comparados contra la concentracién nominal de muestras
control.

La precisién fue evaluada por el andlisis de muestras de diferentes
concentraciones en diferentes dias de andlisis. Y se evalué a través
de los resultados globales en todas las pruebas de validacién.

Reproducibilidad

Se analizaron por triplicado muestras de tres concentraciones
conocidas de indometacina crema, en tres dias. Se evalué
la posible diferencia a través de un andlisis de varianza de
dos criterios de clasificacién con interaccién. Y se reporta el
coeficiente de variacién inter-dia y general.

Selectividad y limite de deteccién

La selectividad del método se verificé por comparacién de la
muestra del preparado farmacéutico y la solucién estindar. El
limite de deteccién se determiné con el método de promedio
sefial-ruido.

Estabilidad
La estabilidad de la muestra en refrigeracién a 4 °C fue evaluada
por un periodo de 3 meses.

Resultados y discusién

Para la determinacién de la indometacina en crema, se eligié
CLAR, con deteccién por espectrofotometria como un método
sencillo rdpido y efectivo parala determinacion del principio activo.

Se probaron diferentes condiciones para el desarrollo de este
método, utilizando metanol, solucién amortiguadora de fosfatos
y acetonitrilo en diferentes combinaciones. La fase mévil final
fue metanol:fosfatos pH 7.1.

El tiempo de retencién obtenido para Indometacina bajo las
condiciones descritas fue de 1.78 min para el estindar y 1.77
min para la muestra en la presentacién en crema (Figura 1).

Se lograron obtener valores dentro de las especificaciones para
la adecuabilidad del sistema (Tabla 1).
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Fig 1. Cromatogramas para Indometacina Estandar y para
Indometacina en crema.

Tabla 1. Datos para el analisis
de adecuabilidad del sistema

Pardmetro Especificacién | Valor Promedio
(n=5)
Asimetria <2 0.6288
Eficiencia >2000 4561.8
Resolucion >2 8.886
Area bajo la curva >50000 310786.2
& CV<2% &
0.86%

La linealidad del sistema fue estimada por andlisis de regresién
utilizando las cinco curvas de calibracién elaboradas con solucién
de estandar en concentraciones de 10 a 50 ug/mL, obteniendo
el siguiente modelo ajustado:

Absorbancia= 5931.14 + 9988.32 * Concentracion
£<0.001 £<0.001

El cual demostré ser significativo (p < 0.0001), con r = 0.9998
y r? = 0.9995. Tanto el intercepto como la pendiente son
significativamente diferentes de cero (p<0.001 en ambos casos).
andlisis de varianza mostré que el modelo es adecuado para
la representacién de los datos, como se muestra en la Tabla 2
con p < 0.0001. La grafica de valores observados y ajustados se
muestra en la Figura 2.

Para la linealidad del método se analizaron cinco curvas de
calibracién con la crema de indometacina en un intervalo de
concentraciones de 10 a 50 pg/mL. Se realizé la regresién entre

Indometacina. Linealidad del Sistema
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Figura 2. Linealidad de Sistema para Indometacina

Tabla 2. Anilisis de varianza de regresion
paralinealidad de sistema

Fuente Grados Suma Cuadrado F P
de de de Medio
variacion | libertad | cuadrados
Regresion 1 4.99 x10" | 4.99 x10'! | 48286.72 | < 0.0001
Residuos 23 2.38x108 | 1.03 x107
Total 24 4.99 x101

la cantidad adicionada y la cantidad recuperada para evaluar el
manejo de la muestra y el intervalo de trabajo.

Los pardmetros de la regresion se muestran en la Tabla 3, y se
concluye que el método es adecuado para el manejo de la muestra
ya que el intercepto es estadisticamente igual que cero, mientras
que la pendiente es estadisticamente igual a 1, por lo que la
recuperacién de las cantidades agregadas se acerca a 100%. La
regresion concluye con un coeficiente de correlacién de 0.9999 y
un valor de prediccién con 95% de confianza de 0.9999, lo cual
es significativo para el modelo de recuperacién de las cantidades
agregadas, logrando un método lineal.

Tabla 3. Parametros de la regresién
delalinealidad del método

Parimetro Coeficiente | Error Valor t P
Estdndar
Constante 145.00 1531.00 0.100 0.925
Area (pendiente) 0.9995 0.0045 | 219.740 | < 0.001
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La exactitud fue evaluada en 30 muestras preparadas con
cantidades agregadas de 23.95, 30.2045 y 34.82 pg/mL, se
obtuvo una media de 100.329 % + 1.52% (+ desviacién estandar),
con intervalo de confianza de 99.76% a 100.90%, lo que
demuestra que el método es exacto. Adicionalmente se realiza
un andlisis de varianza para evaluar la posible diferencia entre
concentraciones, el cual se muestra en la Tabla 4, y se concluye
que no existe diferencia entre concentraciones (p = 0.462), por
lo que el método es exacto para las concentraciones evaluadas.

La reproducibilidad se estima a través de un andlisis de varianza
de dos criterios de clasificacién con interaccién al evaluar tres
concentraciones diferentes en tres dias de anilisis. El coeficiente
de variacién intradia fue de 1.07%, 1.00%y 1.25%. El coeficiente
de variacién global para los datos fue de 1.09%.

Tabla 4. Analisis de varianza para exactitud

Fuente Grados Suma Cuadrado| F P
de variacién de de Medio
libertad | cuadrados
Concentracién 2 3.76 1.88 0.80 | 0.462
Error 27 63.71 2.36
Total 29 67.47

A través de un andlisis de varianza se estima la posible diferencia
entre dias y entre concentraciones, que se muestra en la Tabla 5.
No se encuentran diferencias entre dias o entre concentraciones.
Igualmente la interaccién no fue significativa. La conclusion es
que el método es reproducible.

La estabilidad de la muestra se evalué en un periodo de tres
meses, en una serie de 4 muestras, las cuales se mantuvieron
en refrigeracion a 4°C, obteniendo una diferencia de 0.98% +
0.13% en el periodo establecido y sin que apareciera ninguna
sefial adicional en los cromatogramas.

Tabla 5. Analisis de varianza de precisién

Fuente Grados Suma | Cuadrado| F P

de variacion de de Medio
libertad | cuadrados

Dia 2 0.951 0.476 0.78 | 0.516
Concentracién 2 1.807 0.904 1.49 | 0.328
Dia 4 2.425 0.606 | 0.44 | 0.780
**Concentracién
Error 18 24964 1.387
Total 26 30.148
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Conclusiones

De acuerdo a los criterios de ICH y de las guias de validacién
utilizadas, el método cumple con criterios de sistema y de
método (linealidad, reproducibilidad, exactitud), por lo que se
concluye que se logra obtener un método con precisién adecuada
de valores pequefios de coeficientes de variacién y con términos
independientes en dias de andlisis y a diferentes concentraciones.
Las muestras son estables al ser mantenidas en refrigeracién a 4°C.

El método desarrollado es adecuado para su uso en el laboratorio

de control de calidad para el andlisis de rutina de Indometacina
Crema, considerando que es una formulacién nanoparticulada.
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