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RESUMEN

Objetivo: evaluar los métodos cromatograficos para la estabilidad quimica del nitrato
de miconazol en una nueva crema al 2 %.

Métodos: en primer lugar se aplicaron diferentes condiciones degradativas al nitrato
de miconazol materia prima a fin de obtener los posibles productos de degradacion
del farmaco y evaluarlos por un método disefiado por cromatografia en capa delgada,
el cual se validé para identificar productos de degradacién en la crema. Se evaluo el
desempefio del método oficial informado en la Farmacopea Britanica 2010 por
cromatografia liquida de alta resolucién para la valoracion del nitrato de miconazol en
la crema, analizando su selectividad frente a los posibles productos de degradacion.
Ambos métodos cromatograficos fueron aplicados al analisis de muestras de crema
procedentes de los tres lotes pilotos sometidos a estrés térmico durante 30 dias.
Resultados: ambos métodos mostraron elevada selectividad frente a los excipientes
y los productos de degradaciéon del farmaco. Se obtuvo degradacion del nitrato de
miconazol frente a hidrélisis acida, termolisis y fotdlisis y el limite de deteccion fue de
1 pg para cromatografia en capa delgada. No se mostré degradacion del analito segun
los resultados cualitativos y cuantitativos en ninguno de los tres lotes analizados.
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Conclusiones: los métodos utilizados son validos para el objetivo con el cual se
proponen, por lo que pueden emplearse en el estudio de estabilidad quimica de las
cremas de nitrato de miconazol al 2 %.

Palabras clave: nitrato de miconazol, crema, cromatografia en capa delgada,
cromatografia liquida de alta resolucién, validacion.

ABSTRACT

Objective: to assess the chromatographic methods for the chemical stability of a new
2 % miconazol nitrate cream.

Methods: various degradation conditions were firstly used in the raw material
miconazole nitrate in order to obtain the possible degradation products of this drug
and to evaluate them by thin layer chromatography-based method, which was
validated to identify the degradation products in the new cream. The performance of
the official method based on high resolution liquid chromatography and reported in
British Pharmacopeia 2010 was evaluated, and its selectivity against the possible
degradation products were also analyzed. Both chromatographic methods were
applied to the analysis of cream samples from the three pilot batches under heat
stress for 30 days.

Results: the two methods showed high selectivity against excipients and degradation
products of the drug. Miconazol nitrate was degraded against acid hydrolysis,
thermolysis and photolysis, being the detection limit of 1 pg for the thin layer
chromatography. No degradation of the analyte was observed in any of the three
analyzed batches according to the qualitative and quantitative results.

Conclusions: these methods are valid for the submitted objective, so they may be
used in the chemical stability study of 2 % miconazol nitrate creams.

Key words: miconazol nitrate, cream, thin layer chromatography, high performance
liquid chromatography, validation.

INTRODUCCION

El nitrato de miconazol tiene un amplio espectro como antifungico. Es un compuesto
de tipo imidazdlico con limitada solubilidad en agua, a pesar de encontrarse en forma
de sal. Se utiliza fundamentalmente por via tépica en micosis superficiales, como es el
caso de infecciones dermatofiticas del tipo tinea pedis, tinea cruris, tinea versicolor,
asi como candidiasis cutanea y vaginal.®

En Cuba se comercializa en forma de crema al 2 %. Recientemente se llevo a cabo la
reformulaciéon de este producto, teniendo en cuenta desviaciones presentadas
respecto al cumplimiento de algunas especificaciones de calidad fisica y
microbiol6gica.? Como resultado se realizaron importantes cambios en la composicién
de la formulacion. Como parte de los estudios exigidos para registrar la crema
reformulada, se encuentra el desarrollo de métodos analiticos que permitan conocer
el comportamiento del farmaco en el tiempo a través de los estudios de estabilidad
quimica, por lo que constituye un aspecto clave, la validacion de estos.?
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Los métodos cromatograficos son técnicas indicadoras de estabilidad que constituyen
métodos de eleccion para el seguimiento de la estabilidad quimica de los farmacos.*
Para el nitrato de miconazol no se han informado métodos cromatograficos con estos
fines, sin embargo, se utilizan para la cuantificacion en diversas formas
farmacéuticas. Tal es el caso del uso de cromatografia gaseosa para productos
semisodlidos. Se recomienda para su cuantificacién en un gel oral usando flurazepam
60 mg mL™* como estandar interno y deteccién nitrégeno-fosférica.®> Para andlisis de
6vulos se obtuvo un método sensible con limite de deteccion de 3,1 pg mL™
empleando detector de ionizacién de llama.®

La cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) es el método oficial para la
cuantificacion del nitrato de miconazol en la crema, empleando un sistema isocratico
a 45 °C y una velocidad de flujo de 1 mL min™ con el uso de acido benzoico como
estandar interno’ o utilizando una solucién de nitrato de econazol en mezcla de
volimenes iguales de metanol y tetrahidrofurano con deteccién a 235 nmy 2 mL min”
! como velocidad de flujo.® El empleo de detector UV’ se justifica teniendo en cuenta
la presencia de grupos cromoforos en la estructura del compuesto (Fig. 1).
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Fig. 1. Estructura quimica del nitrato
de miconazol.

Ademas se reporta el uso de cromatografia liquida de ultra desempefio (UHPLC) con
columnas cromatograficas sub-2 pm como método de determinacién cuantitativa de
miconazol y sus sustancias relacionadas, en aras de reducir el tiempo de andlisis y el
consumo de disolvente en la cromatografia liquida.®

La validacion exhaustiva de estos métodos, o en su defecto, la evaluacién del
desempefio segun el objetivo propuesto para su uso, garantizan la comprobacion
confiable y reproducible de los indices de calidad requeridos.?

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se propone como objetivo evaluar los
métodos cromatograficos para la estabilidad quimica del nitrato de miconazol en una
nueva crema al 2 %. Para ello se desarrollé y validé un método por cromatografia en
capa delgada (CCD) para la identificacion de los posibles productos de degradacion
del nitrato de miconazol en la crema recién reformulada y se evalué el desempefio del
meétodo por CLAR informado en la Farmacopea Britanica (BP) 2010 para el andlisis del
nitrato de miconazol en la crema.
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METODOS

Obtencidn de los posibles productos de degradacion del nitrato de miconazol

Se sometio el ingrediente farmacéutico activo (IFA) de nitrato de miconazol (Gl:
541007020), a condiciones de estrés con el objetivo de obtener los posibles productos
de degradacion segin las condiciones recomendadas por ICH Q1A (R2), 2003.*°

Las condiciones degradativas aplicadas fueron las siguientes:

e Termdlisis: se coloc6 una porcion de 1 g de nitrato de miconazol (IFA) en una
capsula de porcelana y se sometié a calentamiento a 100 = 5 °C durante 1 h
en la estufa P Selecta (Espafia).

e Hidrdlisis neutra: se disolvié 1 g de IFA en 50 mL de metanol y se afiadieron
50 mL de agua destilada. La muestra se sometié a reflujo durante 1 h.

e Hidrdlisis en medio acido: se disolviéo 1 g de IFA en 50 mL de metanol y se
afadieron 50 mL de HCI 1 mol/L. La muestra se sometio a reflujo durante 4 h.

e Hidrdlisis en medio basico: se disolvié 1 g de IFA en 50 mL de metanol y se
afadieron 50 mL de NaOH 1 mol/L. La muestra se someti6 a reflujo durante 1 h.

e Oxidacion: se disolvio 1 g de IFA en 50 mL de metanol y se trasvas6 a un vaso
de precipitado de capacidad 100 mL. Se afiadieron 10 mL de agua destilada y
3 gotas de H,0,. La muestra se coloc6 en bafio de Maria durante 1 h.

e Luz natural: se disolvié 1 g de IFA en 50 L de metanol y se afadieron 50 mL
de agua destilada. La muestra se colocé en un tubo de ensayo de cristal
transparente con tapa y se expuso a la luz solar directamente durante 7 dias.

Para las muestras sometidas a reflujo, se empled un baldén de capacidad 250 mL
previamente tarado, un condensador de bolas de boca esmerilada y mangueras de
silicona. La temperatura fue suministrada por una plancha eléctrica. Finalizado el
reflujo, las disoluciones resultantes una vez alcanzada la temperatura ambiente, se
verificaron por pesada para comprobar que no se habia perdido muestra durante el
procesamiento aplicado. Se utilizé la balanza analitica Sartorius AG, modelo BS124S
(China).

Se prepar6 una solucion de referencia (SR;) de nitrato de miconazol, para lo cual se
pesé 1 g de IFA y se disolvié en 100 mL de metanol, para obtener una concentracion
final de 0,01 % (mM/v).

De la muestra sometida a termdlisis se toma la porcidén necesaria para lograr una
disolucion en metanol de igual concentracion que la solucién SR;.

Todas las muestras sometidas a condiciones de estrés se trasvasaron a vasos de
precipitado. Las soluciones se concentraron a 60 = 0,5 °C en bafio de agua
termostatado para eliminar aproximadamente la tercera parte del volumen total.
Posteriormente se trasvasaron a embudos separadores. Se afiadié6 NaOH 1 mol/L
hasta alcalinizar las muestras a pH> 8 (para lo cual se determiné el volumen
necesario a afladir previamente con ayuda de papel indicador de pH) y 30 mL de
cloroformo. Los extractos cloroférmicos resultantes de una extracciéon fueron
recolectados para emplearlos posteriormente en la evaluacién por CCD.
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Método por CCD para estudios de estabilidad del nitrato de miconazol en la
crema al 2 2. Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:

¢ Fase estacionaria: placas sin activar de silica gel GFas,.

e Fase movil: éter de petréleo: cloroformo:metanol:solucién amoniacal al 25 %
(60:30:10:1 v/v/v/iVv).

e Revelador: luz UV suministrada por una lampara UV HANAU (China) a 254 nm.

Se prepard una soluciéon de referencia (SR,) de nitrato de miconazol a una
concentracion de 1,25 mg/mL en metanol. Se realizaron las corridas cromatograficas
en camaras previamente saturadas. De cada muestra resultante del procedimiento
degradativo aplicado, se puntearon 10 mL. Para cada mancha obtenida al realizar el
revelado, se determiné el Factor de retardo (Rf).

Criterio de aceptacion: el método se considero selectivo si se observa la mancha
correspondiente al nitrato de miconazol (SR) bien definida, separada del punto de
aplicacion y del frente de disolvente y con Rf diferente a cualquier otra mancha
obtenida (productos de degradacion).

SR; se utilizé para el ensayo de selectividad para estabilidad y SR, se emple6 para el
analisis de las cremas degradadas

Procedimiento para la aplicacion del método por CCD al analisis de la crema

Teniendo en cuenta que el método por CCD se propone para el analisis de la crema,
se disefié un procedimiento para la toma de la muestra desde la forma farmacéutica,
el cual se describe a continuacion:

Se peso la porcion de crema equivalente a 0,05 g de IFA en un vaso de precipitado de
capacidad 150 mL y se afiadieron 5 mL de agua. Se dispersé6 la crema con ayuda de
agitacion. Posteriormente se trasvasé a un embudo separador y se afiadieron 5 mL de
NaOH 1 mol/L hasta alcalinizar el medio, logrando un valor de pH> 8. Se realizaron
dos extracciones con 15 mL de cloroformo, agitando vigorosamente y se dejaron
separar las fases. Se colectaron las fases cloroférmicas y se filtraron sobre Na,SO,4
anhidro. Se tomd una alicuota de 10 pL del filtrado y se aplicé en la placa
cromatografica.

Se realiz6 el corrimiento cromatografico y se revel6 con luz UV. Finalmente se midi6
el Rf de cada mancha obtenida respecto a la SR».

Criterio de aceptacion: la mancha correspondiente al nitrato de miconazol en la
muestra debe coincidir en localizacion (Rf) con la mancha obtenida para las SR,, libre
de interferencia de manchas secundarias.
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Validacion del método por CCD para estudios de estabilidad del nitrato de
miconazol en la crema

Se tuvieron en cuenta los criterios recomendados para los métodos de la categoria Il
cualitativa.’

e Evaluacién de la selectividad: Se puntearon 10 uL de una SR de nitrato de
miconazol en metanol equivalente al 100 % (SR;) y de cada una de las
muestras degradadas obtenidas en cloroformo, una vez aplicadas diferentes
condiciones degradativas descritas con anterioridad.

Para considerar la influencia de los restantes componentes de la formulacion,
se prepararon placebos de la formulacién propuesta.? En otra placa se
puntearon 10 pL de la solucién cloroférmica resultante de procesar placebos
del producto segun el procedimiento descrito para el analisis de las cremas y
se compararon con la respuesta obtenida con la SR,. También se aplicaron 10
pL de placebos degradados térmicamente en una estufa P Selecta ajustada a
45 = 5 °C durante 7 dias. En cada caso se determind el factor de retardo (Rf)
y se verificé la capacidad del método para detectar la presencia del IFA libre
de interferencia de los componentes de la matriz y de los posibles productos
de degradacion del farmaco y de los excipientes (selectividad para
estabilidad).

e Evaluacion del limite de deteccidn: Se prepard una solucién de nitrato de
miconazol a concentraciéon de 1 mg/mL en metanol. Se puntearon en una
misma placa volumenes de 20, 10, 5, 2 y 1 pL respectivamente y se realiz6 el
corrimiento cromatografico y el revelado de la placa bajo luz UV. Se determiné
la minima cantidad de analito detectada en estas condiciones, lo cual defini6 la
seleccion del limite de deteccion (Ld).

Método por CLAR para nitrato de miconazol en la crema

Se utilizé el mismo método descrito en la BP 20102 para la cuantificacion del nitrato
de miconazol en la crema, el cual se describe a continuacion:

Preparacion de las muestras y patrones:

e Preparacion del patron de nitrato de miconazol: se prepard una solucion al
0,1 % m/v de nitrato de miconazol SR USP en una mezcla de iguales
volimenes de metanol y tetrahidrofurano.

e Preparacion de la muestra: se peso la cantidad de crema equivalente a 50 mg
de nitrato de miconazol y se agita con 30 mL de una mezcla de iguales
volimenes de metanol y tetrahidrofurano durante 30 min. Posteriormente se
afade suficiente mezcla de disolvente hasta completar volumen con exactitud
empleando un matraz aforado de capacidad 50 mL y se filtra la disolucién
resultante por un filtro Milipore de teflon 0,45 pm (Merck).

Condiciones cromatograficas: las condiciones cromatogréaficas fueron las mismas
reportadas para la determinacién de sustancias relacionadas en la BP 2010° y fueron
las siguientes:

e Equipo: Smart Line KNauer

e Fase estacionaria: columna MEDITERRANEA SEA RP C18 5u m (10 x 0,21).

e Fase movil: solucion de acetato de amonio 0,6 % m/v en una mezcla de
300 mL de acetonitrilo, 320 mL de metanol y 380 mL de agua.
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e Velocidad de flujo: 2 mL/min.
e Detector UV-VIS KNauer: 235 nm.

Prueba de adecuacion del sistema: Se determind la resolucion (Rs) entre el nitrato de
econazol y el nitrato de miconazol sustancias de referencia de calidad USP. Ambas
soluciones se prepararon en metanol en concentraciones de 0,0025 % (m/v) y se
mezclaron en volimenes iguales de metanol y tetrahidrofurano.

Criterio de aceptacion: Rs> 1,5.

Evaluacion del desempefio del método por CLAR para estudios de estabilidad
del nitrato de miconazol en la crema

Se procedid a evaluar la capacidad del método para dar respuesta con el nitrato de
miconazol libre de interferencia de los restantes componentes de la formulaciéon. Para
ello se inyectaron en el cromatégrafo 20 pL de las muestras de placebo procesadas de
igual forma que la descrita para las cremas. Ademas se inyectaron iguales voliumenes
de los productos de degradacion obtenidos, los cuales fueron disueltos en una mezcla
de metanol:tetrahidrofurano (1:1) y se filtraron antes de inyectar al equipo
(selectividad para estabilidad).

El método se considerd valido para su aplicacion a los estudios de estabilidad de la
crema al 2 % de nitrato de miconazol, si no se detectan sefiales secundarias con igual
tr al del nitrato de miconazol SR USP. Los resultados obtenidos se procesaron a través
del Software Chrom Gate.

Aplicacion de los métodos analiticos propuestos para estudios de estabilidad
al analisis de muestras de cremas

Se elaboraron tres lotes de 5 kg de cremas de la formulacién seleccionada?® rotulados
como lotes EP 11001, EP 11002 y EP 11003, usando un método muy similar al
empleado a escala de laboratorio.? Se realizaron analisis por triplicado a muestras de
crema de cada lote, utilizando muestras colocadas en estufa ajustada a 45 + 5 °C
durante 30 dias. En cada lote se aplic6 el analisis cuantitativo (método por CLAR) y el
analisis cualitativo (método por CCD).

RESULTADOS

En la figura 2 (A) se reflejan los resultados obtenidos en la CCD aplicada a las
muestras degradadas en las diferentes condiciones estudiadas para la degradacién del
IFA.

Como se observa, se obtuvo degradacion del nitrato de miconazol por efecto de la
temperatura (2), la hidrdélisis catalizada en medio acido (4) y la luz (7). Los resultados
obtenidos para el efecto de termodlisis y luz natural fueron muy similares, ya que se
detectaron dos manchas adicionales a la del IFA, una muy préxima al punto de
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aplicacion (Rf= 0,04) y otra que se aproximo al frente del disolvente (Rf= 0,77). Sin
embargo, la hidrélisis en medio acido provocd la aparicion de cuatro posibles
productos de degradacion del nitrato de miconazol y una apreciable disminucion en la
intensidad de la mancha con Rf similar al IFA. De las cuatro manchas secundarias,
dos mostraron iguales valores de Rf a las manchas secundarias obtenidas en
termdlisis y luz natural; lo cual sugiere que estas se corresponden con los productos
de degradacién mas probables.

La buena resoluciéon alcanzada entre IFA (Rf= 0,60) y sus posibles productos de
degradacioén (Rf de 0,04; 0,07; 0,10; 0,77) sugiere que las condiciones
cromatogréficas seleccionadas fueron adecuadas para el objetivo con el cual se
propone este método.

En la figura 2 (B) se representan los resultados de la selectividad del método frente a
los placebos. Solo se obtuvo una mancha muy pequefia en el punto de aplicacion.
Tampoco se observaron posibles productos de degradaciéon de los excipientes.
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Fig. 2. Resultados de la CCD aplicada a las muestras degradadas en las diferentes
condiciones estudiadas (A) v frente al placebo (B,

El Ld fue 1 pg, ya que esta fue la menor concentracién de analito que se visualizé en
la placa con adecuada intensidad. Corresponde con el menor volumen aplicado (1 pL)
en la CCD.

El conjunto de estos resultados permite afirmar que este método fue valido para el
seguimiento del nitrato de miconazol en la crema al 2 % durante los estudios de
estabilidad, como método cualitativo usado simultaneamente con un método
cuantitativo.
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En la figura 3 se muestra el cromatograma obtenido para las SR de miconazol y
econazol. Se observa una adecuada resolucion entre las sefales obtenidas, ya que Rs
fue de 2,405; valor que supera el limite establecido; lo cual constituye un aval de la
adecuacion del sistema cromatografico empleado. La respuesta para el miconazol se
obtuvo a un tr= 9,72; mientras que la del econazol aparece a un menor tiempo de
retenciéon (tr= 5,26).

— kK -ZbU0
Retention time
201 20
] J.a 9717 .
-0
-2
o s 10 15 20 25 20

Minutos

Fig, 3. Craom atogram a obtenido para &) nitrato de miconazol y econazol SR,

Los resultados del ensayo de selectividad se muestran en la figura 4. No se
detectaron sefales analiticas correspondientes a los excipientes, por lo que se
comprobd que el cambio de matriz no afecté la selectividad del método para control
de calidad. La selectividad del método frente a los productos de degradacion del IFA
se muestra en la figura 4 (B-G). El pico principal en todos los casos fue atribuible al
nitrato de miconazol, con un tr similar al obtenido para la SR. Las sefiales atribuibles
a los posibles productos de degradacion del IFA mostraron tr diferentes al analito y al
placebo, por lo que el método fue suficientemente selectivo para aplicarlo a estudios
de estabilidad quimica del nitrato de miconazol en la crema.

Los resultados obtenidos con este método, en general coincidieron con los obtenidos
por CCD, ya que las condiciones en las cuales se obtuvieron las principales sefales
atribuibles a los productos de degradacion fueron la hidrdlisis acida (Fig. 4) (E),
seguida de termolisis (Fig. 4) (F) y fotdlisis (Fig. 4) (D). Aungue en la hidrélisis neutra
y alcalina se detectan pequefias sefales a tr inferiores al nitrato de miconazol, la
sefal del analito fue la mayor (Fig. 4) (B y C), mientras que la oxidacién no se
detectaron sefales cuantificables (Fig. 4) (G) (tabla 1). La tabla 1 resume los tr de
todas las sefiales analiticas cuantificables, para la condicion degradativa: fotdlisis,
hidrdlisis acida y termdlisis. Aparece sombreado en cada caso la sefal atribuible al
IFA. En la tabla 2 se presentan los resultados cuantitativos y cualitativos derivados de
la aplicacidon de los métodos cromatogréaficos al analisis de muestras degradadas en
condiciones de estrés térmico por un periodo de 30 dias. Los resultados mostrados
son la media de 3 determinaciones. Las respuestas analiticas de las muestras de
crema procedentes de los tres lotes analizados, tuvieron el mismo comportamiento.
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Fig. 4. Crom atogram as obtenidos para el ensayo de selectividad del método.
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Tabla 1. Sefiales atribuibles a los posibles productos
de degradacién del nitrato de miconazol

Cnndiciﬁn & G Concentracién

degradativa (%)

0,95 3,12

2,08 7,39

Fotalisis 3,70 6,52

8,60 78,35

4,56 3,10

1,30 7,28

2,50 19,13

3,40 20,76

Hidrélisis acida E,05 2,24

10,217 35,25

14,75 a,06

18,51 1,51

0,88 23,73

1,64 2,51

- 1,02 3,88
Termdlisis

2,01 4,73

2,42 5,08

10,58 50,27

Tabla 2. Resultados del analisis de muestras sometidas a condiciones de estrés
térmico obtenidos por los métodos cromatograficos

Lotes HPLC (media (%)/DE) CCD
Tiempo 0 30 dias Tiempo O 30 dias
EP 10001 100,57/0,78 99,87/0,82 2 manchas ab 2 manchas ab
EP 10002 101,76/0,72 100,02/0,94 2 manchas a.b 2 manchas b
EP 100032 101,10/0,55 99,93/0,68 2 manchas a.b 2 manchas b

*Los resultados son la media de tres determinaciones/desviacion estandar.
ab Rfi)= 0,6 y Rfipy= 0,0.

DISCUSION

En primer lugar fue necesario degradar el IFA empleando condiciones de estrés para
conocer las principales vias degradativas que afectan al nitrato de miconazol, ya que
no hubo informes relacionados con este tema en la bibliografia consultada. Solo se
encontraron referencias relacionadas con la "proteccién de la luz" propuestas por las
Farmacopeas.’®
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Los estudios de estrés permiten dilucidar la estabilidad intrinseca de un analito y
forman parte de la estrategia a seguir cuando los productos de degradacion de un
farmaco no son conocidos. A su vez, son de un valor inestimable para la validaciéon de
los métodos analiticos y emplean condiciones mas severas que las pruebas de
estabilidad acelerada. Se seleccionaron las condiciones degradativas sugeridas por la
Guia ICH Q1A (R2):*° temperatura, hidrélisis en diferentes rangos de pH, medio
oxidante y luz. Para la evaluacion del efecto de la luz no se contaba con los
aditamentos requeridos para los estudios de fotosensibilidad,** por lo que se utilizé la
luz natural. Solo se omiti6 la evaluacién del efecto de la humedad, ya que se trata de
una crema y esta condicion se analizara en los estudios de estabilidad definitivos.

La posibilidad de obtencidon de cuatro productos de degradaciéon en medio acido
(Fig. 2) (A), se justifica teniendo en cuenta la probabilidad de que ocurra ruptura
por el enlace éter presente en el nitrato de miconazol en estas condiciones. En
dependencia del lugar por donde ocurra esta ruptura (Fig. 1), se obtendra uno u
otro producto de degradacioén, sin embargo, en medio acido fue posible obtener las
cuatro posibilidades. Esto indicé que las condiciones degradativas aplicadas fueron
suficientes para generar los posibles productos de degradacion de este farmaco. Las
manchas que solo se visualizaron en la muestra sometida a hidrélisis en medio
acido, se localizaron en una zona préxima al punto de aplicacidon, con intensidades
menores que el resto y con valores de Rf de 0,07 y 0,10 respectivamente.

Con relacién al procedimiento propuesto para la aplicacion del método por CCD al
analisis de la crema, se debe destacar la extraccion del IFA en forma de base en los
extractos cloroférmicos, una vez que se desplaza el equilibrio a la forma no disociada
cuando se alcaliniza el medio. La filtracién sobre Na,SO, anhidro garantiza la
remocion de cualquier resto de fase acuosa en la fase cloroférmica en la cual se
encuentran los analitos de interés para la CCD. El revelado fisico con luz UV es un
método muy sencillo, se ahorra tiempo y reactivos, si se compara con el revelado
quimico y resulta una opcién muy util en compuestos como este que presentan
cromadforos en su estructura. En este caso el revelado con luz UV, también garantiza
la visualizacién de los posibles productos de degradacién, pues independientemente
de por donde se produzca la ruptura del enlace éter, los compuestos resultantes
también presentan grupos cromoéforos (Fig. 1).

La selectividad del método por CCD, se complementd al analizar placebos del
producto en las mismas condiciones cromatogréaficas propuestas para las muestras
sometidas a condiciones de estrés, ya que su respuesta analitica no debe interferir
con ninguna de las manchas atribuibles al IFA ni a sus productos de degradacion. Los
resultados de la selectividad frente a placebos sugieren que el procedimiento
propuesto para el tratamiento de las muestras fue efectivo (Fig. 2) (B), lo cual
confirma que los productos de degradacion (manchas secundarias) obtenidas en las
muestras sometidas a termolisis se deben a la degradacion del IFA 'y no a la
degradacion de otros componentes de la crema. Las manchas presentes en el punto
de aplicaciéon se atribuyeron a los preservos usados en la formulacion (metil y
propilparabeno), ya que son los Unicos componentes de la formulacion capaces de dar
respuesta frente a detector UV. Estos resultados confirman la adecuada selectividad
del método para el uso previsto.

La menor concentraciéon detectada (Ld= 1 pg) se consider6é muy baja con respecto a
las concentraciones de nitrato de miconazol presentes en la crema cuando los niveles
de degradacién alcancen el 90 % de la concentracion inicial, por lo que el método fue
suficientemente sensible para el objetivo con el cual se propone.
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Los métodos cromatograficos instrumentales son técnicas indicadoras de estabilidad,
que permiten diferenciar y al mismo tiempo cuantificar, la concentracién de analito
libre de interferencias de los principales productos de degradacion que pueden estar
presentes durante la conservacion de un producto farmacéutico.*

El método informado en la BP 2010® se basa en una separacion por reparto en fase
reversa, donde la fase estacionaria es apolar y la fase moévil es medianamente polar.
La deteccion se realiza a A= 235 nm, teniendo en cuenta la presencia de cromoforos
en la estructura del compuesto (Fig. 1), el cual muestra respuesta en el espectro UV a
partir de los 230 nm. Un método oficial que se aplica con el mismo propdésito con el
que aparece informado en la Farmacopea, no requiere validacion.® Sin embargo,
cuando se trata de una forma farmacéutica, cuya composicién es variable, es preciso
evaluar al menos parcialmente, la validez del método analitico en cuestion. Esta
validacion parcial, tiene como principal objetivo, comprobar el impacto de los
componentes de la formulacién en los resultados analiticos. Si adicionalmente, se
modifica el alcance del método oficial, se hace aun mas justificada la evaluacion del
desempefio del método.?

Este es el caso del método por CLAR que se propone en este trabajo, ya que se
informa para control de calidad en la BP 2010%y se propone para el seguimiento de la
estabilidad quimica del IFA en la crema durante los estudios de estabilidad,
requeridos como etapa indispensable para lograr la modificacion del registro por parte
de la Autoridad Reguladora a nivel nacional.*?

El cambio de matriz y de alcance en el método, justifica la evaluacién del desempefio
de la técnica cromatografica oficial. En este método, el parametro de validacién mas
importante es la selectividad que demuestra la capacidad del mismo de dar respuesta
libre de interferencia de los restantes componentes de la formulacion (selectividad
para control de calidad) y de los posibles productos de degradacion del IFA y de los
excipientes (selectividad para estabilidad). La garantia de que los restantes
componentes de la formulacién no afectan el resultado analitico, confirma que el
cambio en la matriz no afecta los resultados obtenidos. Por otra parte, se debe
considerar que no se realizé ningun cambio en el procedimiento normalizado que
aparece en la BP 20108 para al analisis de las cremas, por lo que el impacto en
parametros como precision y exactitud no fueron de interés en este trabajo. Teniendo
en cuenta la modificacion del alcance de control de calidad (método oficial) a estudios
de estabilidad (uso propuesto), resulté imprescindible retar al método frente a los
posibles productos de degradacion que eventualmente, pudieran coexistir con el
analito en la matriz durante los estudios de estabilidad quimica.

La variabilidad observada en el tr del nitrato de miconazol se atribuye a variaciones
en las condiciones experimentales durante la ejecuciéon de los ensayos, por ejemplo,
dias y columnas diferentes.

La degradacion en medio acido super6 el 50 %, lo que muestra la influencia de este
medio en la estabilidad quimica del nitrato de miconazol. La degradaciéon por efecto
de la temperatura fue préxima al 40 % de la concentracion inicial, mientras que el
efecto de la luz degradé aproximadamente un 20 % del nitrato de miconazol presente
en la muestra.

El sistema cromatografico propuesto en el método oficial de la BP 2010,2 resulté
valido para cuantificar el nitrato de miconazol en la crema libre de interferencias de
los posibles productos de degradacion del IFA. Por esta razén se puede sugerir la
aplicacion de este método al seguimiento de la estabilidad quimica de los lotes pilotos
de la crema al 2 % reformulada® en aras de mejorar su calidad.
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Transcurrido un mes de almacenadas las muestras a 45 + 0,5 °C, solo se obtuvieron
picos atribuibles al IFA en la CLAR, que representaron concentraciones muy préoximas
al 100 % de analito, en cada lote analizado. En correspondencia con los resultados
cuantitativos, la CCD solo permitié detectar manchas de igual Rf (Rf= 0,6) e
intensidad que el IFA presente en la SR, y la correspondiente a los parabenos
presentes en la formulacién en el punto de aplicacién (Rf= 0).

Los métodos por CCD y por CLAR resultan validos para el objetivo con el cual se
proponen, por lo que pueden emplearse en el estudio de estabilidad quimica de las
cremas de nitrato de miconazol al 2 %.
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