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RESUMEN. Se desarrollé y validé una técnica analitica para la determina-
cién de D002 en tabletas con dosis de 50 y 100 mg, la cual puede ser utiliza-
da en los controles de calidad y estudios de estabilidad de estas formas ter-
minadas. E1 método se basa en la extraccién con cloroformo del principio
activo y la utilizacién de 1l-eicosanol como patrén interno y N-metil-N-
(trimetilsilil)triflouroacetamida como agente derivatizante. Los analisis fue-
ron realizados por Cromatografia de Gases con columna de relleno de vi-
drio silanizado (3 m, con 3 mm de didmetro interno) utilizando como fase
estacionaria OV 101 al 3 % sobre Cromosorb W AW-DMSC de 80 a 100 ma-
llas. Se comprobé que el método responde linealmente en todo el intervalo
de masas estudiado (entre 50 y 150 % de la dosis nominal) con coeficiente
de correlacién de 0,999, coeficiente de variacién de los factores de respues-
ta de 0,875 % y una desviacién estandar relativa de la pendiente de 0,137 %.
La exactitud se determiné a través de los recobrados, los que se encontra-
ron entre 99,72 y 100,39 % y no se diferenciaron significativamente del 100 %,
segun la prueba t de Student para P = 0,05. La repetibilidad (n = 10) y la
precisién intermedia (n = 6, por 4 d) se estudiaron en un intervalo de 80 a
120 % de la concentracién nominal, las precisiones estuvieron dadas por
coeficoentes de variaciéon (CV) < 2 % en todos los casos y no se encontraron
diferencias significativas entre las dispersiones ni las medias obtenidas en
los diferentes dias, segtiin las pruebas F de Fisher y t de Student para p =
0,05.

ABSTRACT. An analytical method for determining D002 in 50 and 100 mg
tablets was developed and validated. This method can be used as part of
the quality control and stability studies of these finished pharmaceutical
forms. This method is based on the extraction of the active principle with
cloroform and the addition of 1-eicosanol as internal standard and N-methyl-
N-(trimethylsilihtriflouroacetamide as derivatizing agent. Silanized glass
packed column (3 m, with 3 mm de internal diameter) filled with 3 % OV
101 on Cromosorb W AW-DMCS was used for the analysis. It was proved
that in the studied mass rage (between 50 and 150 % of the nominal doses),
the method is linear, with a correlation coeficient of 0.999. Relative stan-
dard deviation of response factors of 0,875 % and standard deviation of slope
of 0.137 % fullfilled too the aceptance criteria. Accuracy was assessed
through a recovery study, values were between 99.72 y 100.39 %, which were
not significantly different form 100 %. The repeatability (n = 10) and
intermediate precision (n = 6, for 4 d) were assessed from 80 a 120 % of the
nominal concentration, in all cases the method was precise, according to
variation coeficient (CV) < 2 %, no significant differences were found in
either the precision or the means obtained in the different days, according
Fisher F and Student t tests for p = 0.05.

INTRODUCCION

E1 D002 es una mezcla de alcoho-
les alifaticos primarios de alto peso
molecular, extraida y purificada a
partir de la cera de abejas (Apis
Mellifera),! la cual presenta efectos
anti-inflamatorios, anti-ulcerosos, y
anti-oxidantes,?>* asi como ausencia
de toxicidad en especies roedoras y
no roedoras.>$ Dadas las potenciali-
dades de este producto para su utili-
zacién en seres humanos, se elabo-
raron dos formas terminadas con
igual composicién de excipientes,
pero diferentes cantidades de D002.
Estas fueron tabletas con dosis de 50
y 100 mg de principio activo, cuyo
control de calidad requiri6 el desa-
rrollo y validacién de una metodolo-
gia analitica con la precisién y exac-
titud que requiere la Industria Far-
macéutica actual, lo cual fue el obje-
tivo del presente trabajo. Para el de-
sarrollo del método se utiliz6 la cro-
matografia gaseosa (CG) con colum-
na derelleno, teniendo en cuenta ex-
periencias previas en la determina-
cién de mezclas de alcoholes de alto
peso molecular tanto en la cera de
abejas como en la cera de cana de
azucar.”™

MATERIALES Y METODOS
Equipo

Se utilizé un cromatégrafo de ga-
ses GC14A acoplado a computadora
C-R4A (Shimadzu, Japén) Condicio-
nes cromatograficas: columna de vi-
drio silanizada (3,1 m X 3 mm d.i.),
empacada con la fase OV-101 al 3 %
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sobre Chromosorb W AW-DMCS (80
a 100 mallas). Programacién: de 250
a320°Ca 15 °C/min y 20 min isotér-
mico a 320 °C . Los flujos de gas por-
tador argén, hidrégeno y aire, fueron
de 30, 30 y 300 mL/min respectiva-
mente. El detector y el inyector se ca-
lentaron a 320 °C y el volumen de in-
yeccién fue 2 uL .

Reactivos y disoluciones

Todos los reactivos empleados
fueron de grado analitico.

Patrones de referencia: 1-eicosa-
nol, 1-tetracosanol, 1-hexacosanol, 1-
triacontanol (FLUKA, Suisa) y 1-oc-
tacosanol (Sigma, USA).

N-metil-N-(trimetilsilil)tri-
fluoroacetamida (MSTFA, FLUKA,
Suisa).

Cloroformo (Merck, Alemania).

Tabletas de D002 con dosis de 50
y 100 mg (lotes 040695 y 100497 res-
pectivamente, MedSol, Cuba).

Muestra de referencia de D002
principio activo (lote AA0702).

Disolucién de patrén interno
(DPI): 1-eicosanol (0,4 mg/mL) en clo-
roformo.

Disolucién de referencia de alco-
holes (DRA): 1-tetracosanol, 1-hexa-
cosanol, 1-triacontanol y 1-octacosa-
nol, todos a 0,12 mg/mL en clorofor-
mo.

Disolucién matriz de referencia
de alcoholes (DMRA): Se tomaron
250 pL de la DRA y se llevaron a se-
quedad a 60 °C en corriente de aire.
Se adicionaron 150 pL de DPIy 50 uL
de MISTFA. Se calent6 a 60 °C duran-
te 15 min previo al andlisis por CG
(n =3).

Preparacion de la muestra de ensa-
yo

Se tomaron 20 tabletas al azar, se
les determiné la masa promedio y se
trituraron hasta obtener un polvo
fino y homogéneo. En un tubo de
ensayos de 15 mL se pes6, con exac-
titud de 0,1 mg, una cantidad equi-
valente a 50 mg de principio activo,
o sea, el peso promedio de la tableta
con dosis de 50 mg o la mitad del peso
promedio de la tableta con dosis de
100 mg . Se anadieron 10 mL de DPI,
se calent6 a ebullicién con agitacién
ocasional durante 30 min . Se filtr6
en caliente a otro tubo de ensayos,
se transfirié una alicuota de 150 pL a
un vial de 1,8 mL, se le adicionaron
50 pL. de MSTFA y se calent6 duran-
te 30 min a 60 °C para su andlisis por
CG.

Identificacion y cuantificacion

La identificacién de los compo-
nentes del D002 en la tableta se rea-

liz6 por comparacién de sus reten-
ciones relativas con las obtenidas en
iguales condiciones para una mues-
tra de D002 de referencia, previa-
mente analizada por CG acoplada a
Espectrometria de Masas. La cuan-
tificacion se realiz6é por el método
del Patréon Interno,” previo calculo
de los factores masicos de respues-
ta relativa y teniendo en cuenta las
consideraciones descritas anterior-
mente.’ La masa de D002 se calcul6
por la suma de las masas halladas
para cada uno de los alcoholes de
numero par de atomos de carbono
entre el C,, y el C,,, dicha masa total
se corrigié para tener en cuenta la
masa de muestra analizada (aproxi-
madamente la masa de las tabletas
con dosis de 50 mg y la mitad de la
masa de las tabletas con dosis de
100 mg), asi como la masa promedio
de las tabletas, segin método de cal-
culo descrito anteriormente.!?

Validacion de la metodologia

La especificidad del método se
estudio al comparar los cromatogra-
mas correspondientes a las tabletas,
el patrén interno, las tabletas pla-
cebo y una muestra de referencia de
D002 materia prima.

El estudio de la linealidad y exac-
titud del método se realizé a partir
de placebos contaminados con 25,
40, 50, 60 y 75 mg de principio acti-
vo (n = 5). La ecuacién de regresiéon
y el coeficiente de correlacién se
obtuvieron por el método de los mi-
nimos cuadrados. Para ello, se ana-
lizaron las masas obtenidas (y) en
funcién de las masas anadidas (%),
ademas, se realizaron pruebas de
linealidad y proporcionalidad. Como
criterios de linealidad se considera-
ron el coeficiente de correlaciéon (r)
> 0,99, el coeficiente de variacién de
los factores de respuesta (CV)) < 5 %
y el intercepto con “y” no significa-
tivo para un 95 % de confiabilidad.
La exactitud se determin6 median-
te el calculo de los recobrados en
cada punto del estudio de linealidad,
a los que se les aplic6 ademaés, la
prueba estadistica t de Student para
p = 0,05.1

El estudio de repetibilidad se rea-
liz6é con tabletas de ambas dosis por
un analista en el mismo dia y equi-
po (n = 10), mientras para el estudio
de precisién intermedia se emplea-
ron muestras de tabletas con dosis
de 40, 50 y 60 mg, correspondientes
a 80,100y 120 % de la concentracién
nominal. Este segundo estudio de
precision se realizé durante cuatro
dias, en todos los cuales, se analiza-
ron seis réplicas independientes. El

criterio de aceptaciéon empleado fue
que el CV de las determinaciones
fuese < 2 %, y que no hubiera dife-
rencias significativas entre las dis-
persiones ni las medias obtenidas en
los diferentes dias, segun las prue-
bas F de Fisher y t de Student para
p = 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Especificidad

En el estudio de especificidad
(Fig. 1) se pudo observar que las con-
diciones cromatograficas empleadas
permiten la determinacién de los
seis alcoholes que conforman el
D002 con buena resolucién. Las se-
nales correspondientes al patrén in-
terno y a los excipientes utilizados
en la fabricacién de las tabletas no
interfieren en la determinacién del
principio activo, por lo que se puede
afirmar que el método es especifico
para el andlisis del D002 en estas for-
mas terminadas.

Linealidad y exactitud

La ecuacién de regresién obteni-
da en el estudio de linealidad fue

y = (0,995 = 0,005) x + (0,222
+0,238)

con limites de confianza calculados
para p = 0,05. El coeficiente de co-
rrelacion (r= 0,999) fue superior al
limite de aceptacién, lo que indica
una correlacién positiva con una
probabilidad superior al 99,9 %. Los
parametros correspondientes a las
pruebas de linealidad (CV, = 0,875;
Sy, = 0,137) y proporcionalidad (in-
clusién del cero entre los limites de
confianza del intercepto), prueban
que el método es lineal y no presen-
ta sesgo en el intervalo de masas es-
tudiado. Los recobrados obtenidos
en el estudio de linealidad (Tabla 1)
fueron sometidos a la prueba esta-
distica t de Student, y en todos los
casost, < t., (2,776) para un 95 %
de confiabilidad, lo que demuestra
que dichos recobrados no se diferen-
cian estadisticamente del 100 %y el
meétodo es exacto en todo el interva-
lo.
Precision

En el estudio de repetibilidad
se determinaron dosis de 49,87 y
99,73 mg de D002 para los dos lotes
analizados, con CV de 1,04 y 0,96 %,
respectivamente. Tanto en éste
como en el estudio de precisién in-
termedia (Tabla 2), se obtuvieron CV
inferiores al limite de aceptacién (2 %).
La comparacién de las dispersiones
y las medias obtenidas en el estudio
de precisién intermedia arrojé que




Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 35, No. 3, 2004.

Czp
pi
C2s Cag
C32
Ca4 A
a
=] |
| L A b
1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 4 IS 8 10 12 14 16 18 min

Fig. 1. Perfiles cromatograficos de a) tabletas placebo, b) patron interno y c) tabletas de D002.

pi  Patrén interno.
C,, Tetratriacontanol.

C,, Tetracosanol.

C,, Hexacosanol. C,, Octacosanol.
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Tabla 1. Resultados de la determinacién de la linealidad y exactitud del método

(n =5).
Masa Recobrado t
Punto (mg) %) exp.
Anadida Obtenida
A 25 25,13 100,07 0,34
B 40 40,02 100,38 0,50
C 50 50,07 99,91 0,44
D 60 59,79 99,79 0,79
E 75 74,95 99,22 0,38

Tabla 2. Resultados de la determinacién de la precisién intermedia del método.

Dosis Dia Media DE Cv
(mg) (mg) (%)
1 39,85 0,58 1,45

2 39,88 0,35 0,88

40 3 39,85 0,33 0,83
4 40,05 0,29 0,72

1 49,77 0,31 0,63

2 50,24 0,56 1,11

o0 3 50,27 0,88 1,76
4 49,61 0,73 1,49

1 59,65 0,57 0,96

2 60,29 0,52 0,86

60 3 60,47 0,87 1,45
4 59,82 0,48 0,80

no existian diferencias significativas
entre los resultados de los diferen-
tes dias, tanto las F, | comolast
(Tabla 3) fueron inferiores a las ta-
buladas para p = 0,05. Por todo lo
anterior, se puede considerar que el
método es preciso.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resulta-
dos expuestos se puede concluir que

el método validado puede ser em-
pleado en el control de calidad de las
tabletas con dosis de 50 y 100 mg de
D002.
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Tabla 3. Comparacién de las dispersiones y medias del estudio de precisién  10. Gonzélez V. L., Magraner J., Cabrera

intermedia. L. y Rivero B. Identificacién por CG-
EM y determinacién por CG de los
Masas anadidas Dias a comparar Fexp texp productos de degradaciéon por
(mg) ) ) termélisis en tabletas revestidas de
i policosanol (5 mg) Revista CENIC,
t-2 2120 0.103 Ciencias Quimicas, 29, 27-30, 1998.
1-3 3,010 0,018 11. Castro M., Gascon S., Pujol M., Sans
J.M. y Vicente L. Validacién de mé-
1-4 4,029 0,760
40 ’ ’ todos analiticos, Hewlett Packard,
2-3 0,608 1,512 A.E.FI, Sec. Catalana, Comisién de
2.4 1.481 0.929 Normas de Buenas Practicas de Fa-
’ ’ bricacién y Control de Calidad, 1989.
3-4 1,339 1,087
1-2 0,318 1,776
1-3 0,126 1,312
1-4 0,184 0,512
50
2-3 0,397 0,090
2-4 0,577 1,677
3-4 1,452 1,427
1-2 1,236 2,049
1-3 0,430 1,941
60 1-4 1,449 0,575
2-3 0,348 0,442
2-4 1,173 1,640
3-4 3,368 1,608

F,, (0,05;5;5) = 5,05. t,, (0,05; 12) = 2,228.
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