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RESUMEN

La jalea de piroxicam al 0,5 % es un nuevo producto en fase de desarrollo de la
Empresa Laboratorio "Roberto Escudero Diaz". En el presente trabajo se disefié un
método por espectrofotometria UV, para lo cual se emple6 acido clorhidrico
etandlico como disolvente y 328 nm como longitud de onda de méaxima absorcion.
Se establecié un procedimiento simple y rapido para procesar la muestra previa al
analisis. Posteriormente se aplico la validacion de este segun exigencias
regulatorias actuales. El método resultd suficientemente especifico, lineal, preciso y
exacto en el rango de 3,125 a 9,375 pg/mL. Se aplicé a la cuantificacion del
principio activo en 3 lotes de la formulacion desarrollada, con resultados
satisfactorios sin diferencias estadisticamente significativas segun el procesamiento
aplicado.
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The 0.5 % jelly Piroxican is a new product in developing phase from "Roberto
Escudero Diaz" Laboratory Enterprise. In present paper a UV spectrophotometry
method was designed using ethanol chloride acid as solvent and 328 nm as
maximal absorption wave length. A simple and fast procedure was established to
processing the sample previous to analysis. Subsequently, we applied the validation
of it according current regulatory demands. Method was enough specific, linear,
precise and exact at the 3.125 to 9.375 ug/mL. Active principle quantification was
applied in three batches of developed formula achieving satisfactory results without
statistically significant differences according the applied procedure.

Key words: Piroxican, jelly, spectrophotometry, validation.

INTRODUCCION

La cuantificacion de piroxicam en cualquier matriz por métodos oficiales se realiza
por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) y detector ultravioleta (UV) a
248 nm."?

La aplicaciéon de la espectrofotometria UV se limita al ensayo de disolucién de las
capsulas de piroxicam.™? La solucién de la muestra previamente filtrada se analiza
por comparacion contra patron a 333 nm.

Teniendo en cuenta las posibilidades desde el punto de vista analitico que presenta
la estructura de este compuesto para su cuantificacion por métodos
espectrofotométricos, la facilidad de aplicacion de estas técnicas en cualquier
laboratorio, asi como la importancia de desarrollar un método confiable pero a la
vez, rapido, sencillo y de bajo costo para asumir el control de rutina de la nueva
formulaciéon una vez introducida, se valoré como una alternativa ventajosa para el
control de calidad del piroxicam en la jalea al 0,5 %.

METODOS

Desarrollo de un método espectrofotométrico para control de calidad del
piroxicam en la jalea al 0,5 %6

Se disefié un método por espectrofotometria UV directo.

- Determinacion de la longitud de onda de maxima absorcion del piroxicam
en solucion

En la etapa de desarrollo del método se determiné la longitud de onda (L) de
maxima absorcion del piroxicam materia prima en soluciéon. Se prepar6 una
solucién de concentracién 6,25 pg/mL, con el empleo de HCI etandlico 0,01 N como
disolvente, a la cual se le determind el espectro UV en el rango de 220 a 430 nm.
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- Procesamiento de la muestra para el analisis

Teniendo en cuenta que el método se disefia para el control de calidad del
piroxicam en la jalea al 0,5 %, fue necesario proponer una metodologia analitica
que permitiera obtener una solucién del principio activo de concentracion adecuada
a partir de la forma terminada.

A continuacion se describe el método propuesto:

1. Pesar 0,125 g de jalea de piroxicam 0,5 % en un vaso de precipitado de 50 mL.
2. Afadir 10 mL de acido clorhidrico etandlico 0,01 N y agitar vigorosamente.

3. Trasvasar cuantitativamente a matraz de 100 mL.

4. Completar a volumen con acido clorhidrico etanélico 0,01 N y agitar.

5. Leer la absorbancia de la muestra a la longitud de onda de méaxima absorcion
empleando el disolvente como ensayo de correccion.

Validaciéon del método analitico para control de calidad

Se realiz6 la validacion del método espectrofotométrico seguin los parametros
minimos establecidos para la categoria 1.2 Ademas se tuvieron en cuenta las
exigencias regulatorias nacionales.3

Especificidad: Se evaluaron por triplicado placebos del producto aplicando el
método propuesto. Se registré el espectro UV en el rango de 220-370 nm y se

realizaron lecturas de estas muestras por triplicado a A = 328 nm.

Criterio de aceptacion: No se debe registrar respuesta en el rango de interés
analitico para el piroxicam.

Linealidad del sistema: Se realiz6 mediante el andlisis de 5 concentraciones de
piroxicam materia prima por triplicado, en un rango de 50-150 % de la cantidad
tedrica declarada como 100 % (6,25 ug/mL), equivalentes a 3,125; 4,687; 6,250;
7,8125 y 9,375 pg/mL respectivamente.

Se construy6 una curva de calibracién de absorbancia vs. concentracion teérica
(%0). Los resultados se procesaron estadisticamente a través del paquete
STATISTICA for Windows versiéon 6.01 (opcién regresion lineal multiple) y se
determind: coeficiente de correlacién lineal (r), coeficiente de determinacién (r2),
intercepto (a) y pendiente (b), para el 95 % de confianza

Criterios de aceptacion:

- Ecuacién de la recta: y=bx +y

-2>0,99

->0,98
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- Prueba de proporcionalidad del método analitico o hipdtesis nula de la ordenada
en el origen a= 0.

- Se empled la prueba estadistica de la t de Student para n-2 grados de libertad,
siendo n el numero total de valores donde: teyp < tiap.

- Prueba de la hipoétesis nula de la pendiente: b= 0. Se determiné a partir de una
prueba ANOVA de la regresién, teniendo en cuenta la probabilidad asociada al valor
de la pendiente, es decir, si la p<< 0,05, el valor de "b" difiere significativamente
de cero.

- Se calcularon los factores de respuesta (f), el valor medio, la DE y el coeficiente
de variacion (CV) que debe ser menor que 5 %.4

Linealidad del método

Se evaluaron placebos del producto cargados con el 50, 75, 100, 125 y 150 % del
principio activo respectivamente. En cada nivel de concentracion se analizaron 3
muestras. Se construy6 la curva de calibracién correspondiente a los resultados de
los 15 puntos experimentales. Se aplicd el mismo procesamiento estadistico
descrito para la linealidad del sistema, asi como los mismos criterios de aceptacion.

Exactitud: Se analizaron por triplicado placebos cargados con cantidades
equivalentes al 50, 100 y 150 % respecto a la cantidad tedrica declarada. Se
construy6 una curva de recuperacion de % recuperado (Y) vs. % afiadido (X). Los
resultados fueron procesados estadisticamente de igual forma que la curva de
calibracién de la linealidad del sistema y del método. Ademas se calcul6 el % de
recobro (R), el recobrado medio (R) y el CV total.

Criterios de aceptacion: R: 96-104 % (para productos semisodlidos) y CV < 3,0 %

Ademas, se realiz6 la prueba G de Cochran, para determinar si el factor
concentracion tiene alguna influencia en los resultados. Si Gexp < Gtab las
varianzas de las 3 concentraciones evaluadas son equivalentes, o lo que es igual, el
factor concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.4

Por ultimo se aplicé la prueba de la t de Student para demostrar que no existen
diferencias significativas entre el valor medio de recobro obtenido y el 100 %,
siendo: n-1 los grados de libertad y o = 0,05.4,5

Precision

- Repetibilidad.

Para la repetibilidad se evaluaron por triplicado placebos cargados con la
concentraciéon equivalente al 100 % y un valor bajo y otro alto comprendido dentro
del rango de la linealidad del método, 50 y 150 % respectivamente. Se calculé el

CV en estos 3 niveles de concentracion y se comparo6 con el criterio establecido. Las
determinaciones las realiz6 el mismo analista en las mismas condiciones de trabajo.

Criterio de aceptacion: CV £ 1,5 %.

- Precision intermedia
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Participaron 2 analistas, en 2 dias diferentes, en el mismo laboratorio. Se
analizaron por triplicado en cada caso muestras equivalentes al 100 %. Se calcul6
el CV total.

Criterio de aceptacion: CV < 3,0 %
Ademas se realizaron las siguientes pruebas:

- Prueba F de Snedecor: Se utilizé para determinar si existian diferencias
significativas entre los resultados de los analistas que emplearon el mismo método
y entre los dias en que se realizaron los andlisis. El valor de Fexp se comparé con
Ftab para oo = 0,05; F1= n - 1 grados de libertad del numerador y F2= n -1 grados
de libertad del denominador. Si Fe, < Fap NO existe diferencia significativa entre la
precision alcanzada por los analistas, en 2 dias de trabajo.4,6

- Prueba de la t de Student: Se utilizé para comprobar si los valores obtenidos
entre los analistas, que emplearon igual método, y los 2 dias en que realizaron los
andlisis eran homogéneos, para el nivel de significacion o = 0,05 y los grados de
libertad seleccionados F= (n; + n,) - 2. Si valor de texp < ttab, no existen
diferencias significativas.4,6

Rango

Se establecié el intervalo en que se cumplen los criterios de linealidad, exactitud y
precision del método.

Control de calidad de los lotes elaborados a escala de laboratorio y de la
formulacién de referencia

A cada lote de producto terminado se le realizé el control quimico con el empleo del
método espectrofotométrico disefiado y validado para el control de rutina de los
lotes de jalea de piroxicam al 0,5 %.

Los resultados obtenidos se compararon estadisticamente con el empleo del analisis
de varianza de clasificacion simple a través del programa ANOVA-1 (Lépez R,
1994). La existencia de diferencias significativas se determiné para el 95 % de
confianza.

RESULTADOS

El espectro UV del piroxicam materia prima en HCI etandlico 0,01 N, se muestra en
la_figura (A). Se observaron 2 maximos: 240 y 328 nm. Se selecciond para la

cuantificacion la Amaxima = 328 nm.
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Fig. Espectros UV: A)del piroxicam materia prima en HCl etandlico 0,01 N; B) de la
muestra al 100 % y C) del placebo.

Una vez seleccionada la A de maxima absorcién y establecida una concentracién de
farmaco cuya absorbancia fue adecuada (concentracion de 6,25 pg/mL con valores
de absorbancia alrededor de 0,45), se procedié a establecer una metodologia
analitica muy sencilla que permitiera obtener una solucidén transparente a partir de
la forma terminada. En la figura (B) se presenta el espectro UV de una muestra al
100%b.

El primer parametro analizado durante la etapa de validacion fue la especificidad.
En la figura (C) se muestra el espectro UV del placebo tratado por el método
propuesto. Como se observa la absorcion UV del placebo ocurre a A menores de
290 nm, atribuidas al metil y propilparabeno presentes en la formulacion. El
meétodo resultd especifico ya que los valores de absorbancia obtenidos en el rango
de interés analitico para el piroxicam, no constituyen interferencias significativas
(0,0056 *+ 0,0005), ya que equivalen a menos del 1 %.

Los resultados de la linealidad del sistema y del método se muestran en la tabla 1 y
los correspondientes a repetibilidad y exactitud se resumen en la tabla 2.
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Tabla 1. Resultados de la linealidad del sistema vy del método

Absorbancia a 328 nm

Cuncen_trac:ilj” Linealidad del Linealidad del meétodo
de analito (98 sisterma
0,211 0,206
tQ 0,210 0,208
0,212 0,208
0,209 0,312
7L 0,300 0,311
0,300 0,310
0,453 0,420
100 0,453 0,420
0,453 0,430
0,504 0,507
125 0,500 0,500
0,506 0,500
0,630 0,631
150 0,629 0,627
0,630 0,630

Tabla 2. Fesultados de la exactitud v repetibilidad del método

Concentracian Concentracion =} Ch

tedarica (%) experimental {9 2y ey
49,638 99,277

40| EQ0,120 100,241 0,E57
EQ0,120 100,241
101,205 101,205

100 103,614 103,614 1,264
101,205 101,205
152,048 101,365

150 151,084 100,723 0,331
151,807 101,205

Criterio - 95-104 % < 1,5 %

La linealidad en ambos casos fue satisfactoria segun el cumplimiento de los
parametros estadisticos establecidos (tabla 3).
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Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos en la validacian.del método para control de calidad

Linealidad Linealidad metodo Precisian

sistema Exactitud Repetibilidad intermedia

r2: 0,9918 r2:0,99?8 Piotal = 99,74 9% CW7g o= 0,557 9% CW¥= 1,496 %

r== 0,9837 re =0,9957 Chtotal = 2,14 % CW1io0 == 1,264 % Eggﬁstas'

texp < ttab texp < ttab Geyp= 0,7948 CW125 9= 0,331 % X

{m=0.05; n= 13) | {@=0,05; n= 13) Grab= 0,6709 Fexp= 0,2756
ltad t= 0,18 < 2,16 t= 0,183 = 2,16 tab= "t texp= 5,29

REesultados p= 0,6116 p= 0,6200 texp (0,1842) < t tah 106

b= 0,0029 b= 0,00416 Entre dias:

t= 28,0409 t= 55,2272 Faxp= 0,2248

p= 0,0000 p=0,0000

texp= 0,0153

CHf= 4, 704% CWf = 3,344%

r = 0,99 Rtotal= 98-102 % Cv £ 1,5 % cY 3,0 %

2 = nog CViotal € 2,0 % Fischer{F v

Intercepto no significativo Covn € G Student (t}

Criterios exp tab entre

teaxp < trab (== 0.05; k=3; analistas

(2.16); p» 0,05 n= 3} entre dias\!'f

B=1 )

t <t 12,71

falta exp < ttab ( 3 Ftab= 5,05

p = 0,08 ttab= 2,23

CWf= 5 %

Al realizar el procesamiento estadistico de los resultados de la exactitud, se
comprobd el cumplimiento de todos los criterios de aceptacion exigidos (tabla 3).
La técnica fue exacta y no se afectd por errores sistematicos de forma significativa.

Para la repetibilidad se estimo el CV para 3 niveles de concentracion: bajo, medio y
alto. Se reportaron CV bajos, inferiores al 1,5 % establecido como limite (tablas 2 y
3).

La precision intermedia también fue evaluada y los resultados fueron satisfactorios.

Se obtuvo un CV acorde con el criterio de aceptacion (CV < 3,0 %). Ademas se
cumplieron satisfactoriamente las restantes pruebas aplicadas, de modo que los
errores aleatorios no repercutieron en gran medida sobre el método desarrollado.

Todos los lotes mostraron correcta dosificacion de piroxicam, segun criterios de
Farmacopeal (tabla 4). La comparacion estadistica entre formulaciones por analisis
de varianza se realiz6 por ANOVA-1. Los resultados se reflejan en la tabla 4, los
cuales demostraron que no existen diferencias ni entre lotes ni entre réplicas, por lo
que se garantizo reproducibilidad en la dosificacion, que ademas cumple con el
rango establecido de 90-110 %.
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Tabla 4. Aplicacion del método espectrofotométrico al control de calidad, Comparacion
estadistica de los resultados

Contenido de piroxicam {9

Formulacian Media £ DE
Pr-1 105,15 + 3,51
Pu-11 103,96 + 1,60
Pu-II1 102,55 £ 1,09
Criterios de aceptacion! 20,00=110,00
Comparacian por ANOYA-1
Fuente de variacion a.l. SC CM F
Entre muestras 2 2383,508 1191,754 1,007 ns
Dentro de muestras 8] T09a,19a4 1183,033
Total 3 9431,703

SC: suma de cuadrados; CMY cuadrado medio,

DISCUSION

Se desarroll6 un método espectrofotométrico directo para el control de calidad del
piroxicam en la jalea al 0,5 %, teniendo en cuenta la presencia de grupos
cromoéforos en la estructura del compuesto. La espectrofotometria UV tiene como
ventajas la rapidez y simplicidad de la metodologia analitica a seguir. Con vistas al
posterior registro de este producto por la entidad reguladora nacional, se
recomienda el uso de este método espectrofotométrico para la liberacion de los
lotes de forma mas réapida.

Se seleccion6 para la cuantificacion la Ansima = 328 Nm, ya que en esta zona y en
el medio ligeramente acido utilizado, no se deben presentar interferencias de los
parabenos. La absorcion de los parabenos en medio acido se desplaza hacia
menores longitudes de onda, por efecto hipsocrémico, es decir, se presenta por
debajo de los 300 nm. Este fendmeno seria una complicacién desde el punto de
vista analitico si se trabajara en medio alcalino, donde ocurre efecto batocrémico de
la banda de absorcion de los parabenos.

El empleo del HCI etandlico 0,01 N como disolvente, se justifica teniendo en cuenta
la pobre solubilidad del principio activo en medio acuoso y en etanol. A su vez se
reporta como disolvente del piroxicam en Farmacopea, el HCI metanolico de igual
concentracioén a la seleccionada, para la identificacion por cromatografia en capa
delgada (CCD), para la preparacion de las muestras y patrones en el método de
cuantificacion por CLAR en la jalea y en el ensayo de disolucion de las capsulas de
piroxicam.1 Se sustituy6 el metanol, disolvente de mayor costo y toxicidad por el
alcohol etilico de produccién nacional. De esta forma se propone una metodologia
menos agresiva para el hombre y el medio ambiente, y al mismo tiempo, mas
rentable desde el punto de vista econémico.

El conjunto de resultados obtenidos en los ensayos de linealidad, permitié afirmar
que tanto el sistema como el método fueron lineales en el rango estudiado (3,125-
9,375uW/mL), ya que se obtuvo una elevada proporcionalidad entre la respuesta
obtenida y la concentracion del analito, avalado por el cumplimiento de todos los
criterios estadisticos que derivan del andlisis de la regresion lineal.
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El recobrado medio no excedio el limite de 96-104% propuesto para preparaciones
semisolidas. Ademas el CV total qued6é comprendido en el rango de aceptacion
acotado por un limite superior igual al 3%. Adicionalmente se evaluo la influencia
de la concentracién de analito en la varianza (S) de los resultados a través de la
prueba de G de Cochran (tabla 3). Como la Gexp < Gtab, las varianzas de los 3
niveles de concentraciéon evaluados fueron equivalentes. Es decir, no influyo el
factor concentracién en la exactitud del método. Por su parte, la prueba de la t de
Student corroboré la exactitud, ya que la t obtenida fue inferior a la tabulada, por lo
que no existieron diferencias estadisticamente significativas entre el recobrado
medio y el 100 %.

En el estudio de la precision, el andlisis se complementdé con las pruebas de Fischer
y de la t de Student. En ambos analisis la Fexp < Ftab por lo que no existieron
diferencias significativas entre las precisiones de los analistas, independientemente
del dia en que se efectud el ensayo. Los valores de las texp resultaron menores que
las ttab en cada caso, por lo que no existieron diferencias significativas entre los
valores medios obtenidos por los analistas. El conjunto de estos resultados permitié
asegurar que los resultados fueron homogéneos, lo que ratifica la precision del
método en estudio.

El cumplimiento de las exigencias establecidas para la validacién de técnicas
analiticas, garantiza que el procedimiento desarrollado fue suficientemente
especifico, lineal, preciso y exacto para la cuantificacion del piroxicam en la jalea al
0,5 %, por lo que se considera un método valido para realizar el control de rutina
de este nuevo medicamento, en el rango estudiado.
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