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INTRODUCCION

El ibuprofeno (IBU, formula molecular C;3H;30,) es un farmaco derivado del &cido
propiénico que pertenece al grupo de los antiinflamatorios no esteroides. Posee
actividad analgésica, antipirética y antiinflamatoria (Goodman, L. S.; Gilman, A., 2007)
y se comporta como inhibidor no selectivo de la ciclo-oxigenasa, reduciendo la sintesis
de prostaglandinas. Para la evaluacion de la pureza cromatografica de IBU y su
determinacion, la Farmacopea de Estados Unidos (USP) (USP 37) describe dos
métodos por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR o HPLC en inglés) en fase
reversa: respectivamente, uno con deteccion UV a 214nm y otro a 254nm. En ésta
Farmacopea, la Unica impureza sefalada para analizar es la 4-isobutilacetofenona (4-
IBAF), compuesto que se forma por fotodegradacion de IBU y genera efectos adversos
sobre tejido conectivo, glébulos rojos y sistema nervioso central (Gasco-Lopez, A,;
Izquierdo-Hornillos, R.; Jimenez, A., 1999, Ruggeri, G.; Ghigo, G.; Maurino, V.; Minero,
C.; Vione, D., 2013, Castell, J.; Gomez, M.; Miranda, M.; Morera, |., 1987). Dado el
extendido uso o abuso de IBU como medicacion de venta libre y su consumo en el
tratamiento de enfermedades crénicas como artritis, es fundamental aplicar estrategias
de control analitico que permitan garantizar la calidad, seguridad y eficacia de este
medicamento (Caviglioli, G.; Posocco, V.; Parodi, B.; Cafaggi, S.; Alzati, A.; Bignardi,
G., 2002).

OBJETIVO

Desarrollar un método analitico por HPLC en fase reversa y detector de arreglo de
diodos indicativo de estabilidad para la evaluacion de la pureza cromatogréafica y la
determinacion simultanea de ibuprofeno (IBU) y de (4-IBAF) en materias primas.

METODOLOGIA
Reactivos y equipos

Las corridas cromatograficas se realizaron con una solucion &cida preparada con
acido fosférico y un diluyente formado por una mezcla de acetonitrilo (ACN) y solucién
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acida (50:50) en un equipo HPLC Agilent Serie 1260. La adquisicion y el
procesamiento de datos se realizaron con el software Chemstation v.B 0103.

Se trabajé con un estandar secundario de IBU (solucion stock: 100 mgmL™ en ACN)
obtenido a partir de una materia prima caracterizada y valorada utilizando un estandar
primario USP como referencia y un estdndar USP de 4-IBAF (solucién stock:
0.5mgmL™ en ACN). Se preparé una solucién estandar combinada con 5.0 mg mL™* de
IBU y 5.0 pgmL™* de 4-IBAF. Para el estudio de degradacion forzada se utilizd HCI 0.1
M, NaOH 0.1 M y H,0, al 30%, para algunos de éstos estudios se utiliz6 una cadmara
climética constante HPP110 Memmert.

Estudios de degradacién forzada

Para los ensayos en estado liquido, la solucién estandar de IBU de 10 mg mL" se
sometié a condiciones de estrés para degradacion &cida (una hora con HCI 1M a bafio
maria), basica (una hora con NaOH 1M a bafio maria), oxidativa (una hora con H,0O,
30 % p/v a bafio maria), hidrolitica (una semana a 50°C en cadmara de estabilidad) y
fotolitica (un dia de exposicion de luz solar). Finalizado el estrés de cada prueba se
llevé a una concentracion de 5 mg mL™ con ACN. Para los ensayos en estado sélido,
se sometioé la materia prima a estrés térmico (un dia a 105°C) y por humedad (una
semana a 50°C y humedad 80%), para luego preparar una soluciéon de 5 mg mL™ en
ACN. Obtenidas las soluciones, se realiz6 el analisis cromatogréfico junto a soluciones
estandar no sometidas a estrés, registrandose los tiempos de retencion (TR) para los
distintos compuestos.

Procedimiento de validacién del método

Se evaluaron selectividad, linealidad, precision, exactitud y limite de cuantificacion
(LOQ).

Selectividad: se analizaron las muestras obtenidas en los ensayos de degradacion
forzada. La separacion entre picos se evalué analizando la resolucion (R), se
considerd aceptable una separaciéon con R>2.5. Se examiné la pureza de los picos
obtenidos, se consider6 puro un pico con factor de pureza de al menos 99.0%.
Linealidad y rango: para IBU, se trabajé con soluciones estandar en cinco niveles de
concentracion (80, 90, 100, 110 y 120 % de la esperada en la soluciébn muestra), por
triplicado. Para la 4-IBAF se trabajé con soluciones estandar en seis niveles de
concentracion (LOQ, 20, 50, 80 100 y 120 % del limite aceptado en la especificacion).
Se hicieron triplicados en los puntos centrales y quintuplicados en el primer y dltimo
punto. Se graficaron las areas de los picos en funcién de las concentraciones de
calibracién para IBU y para 4-IBAF. Los resultados se analizaron por regresion lineal
de minimos cuadrados.

El LOQ para 4-IBAF se estim6 a partir de cromatogramas de una serie de soluciones
de concentraciones diferentes y mediante el calculo de la relacion sefial/ruido (S/R) y
se determiné el nivel de concentracion con relacién igual a 10.

Precision: se evalué en dos condiciones, repetitividad y precisién intermedia. Para IBU,
se trabajo para repetitividad en tres niveles de concentracion (80, 100 y 120 % de la
esperada) por triplicado. Para la 4-IBAF se trabajo en tres niveles (LOQ, 100y 120 %
del limite aceptado en la especificacion). Las muestras se prepararon por triplicado
adicionando volumenes de estandar a la materia prima de IBU. Se calcul6 la DER%
para cada analito y concentracion. Para precision intermedia se repitieron las
experiencias en dias diferentes.



Exactitud: se trabajé con las muestras preparadas para el estudio de la precision. Se
determind la concentracion de 4-IBAF a partir de la curva de calibrado, se calculé la
recuperacion para cada nivel segun la cantidad adicionada.

RESULTADOS Y DISCUSION
Condiciones cromatograficas

Se trabaj6é con una columna C-18 de 4.6 x 100 mm, particulas de 3.5 um y con elucién
en gradiente con fase moévil compuesta por combinacion de acetonitrilo y solucion
acida (flujo: 2.0 mL/min por 15min, T: 25°C, volumen de inyeccién 5uL). La deteccion
se hizo a 254nm para valoracion y a 214nm para pureza cromatografica.

Validacion del método

En cuanto a la selectividad, en todos los cromatogramas se obtuvo una correcta
separacion entre los picos, como se muestra en la Figura 1 (los resultados paralaR y
para el factor de pureza muestran total concordancia con los criterios para
selectividad). En el estudio de linealidad, no se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre el valor observado y el valor critico de F (p>0.10), se concluye que el
modelo seleccionado es adecuado para los datos obtenidos y existe linealidad en todo
el intervalo de concentraciones analizado. Para el LOQ de la 4-IBAF, se obtuvo un
valor de 0.45Cpug mL™. En el célculo de la precision, los valores obtenidos para la
DER% para repetitividad y precision intermedia para la determinacion de IBU,
muestran que todos estan por debajo del criterio de aceptabilidad del 2.0 % para este
parametro. Los valores correspondientes a la DER% para la determinacién de 4-IBAF,
también muestran que todos estdn muy por debajo del criterio de aceptabilidad del
25.0 % para este parametro (Maggio, R.; Vignaduzzo, S.; Kaufman, T., 2013). En
cuanto a la exactitud, los valores de recuperacién para la determinacién de la 4-IBAF
en los dos dias diferentes de trabajo, se encuentran dentro del intervalo del 50 al
150%, establecido como criterio de aceptabilidad.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran la naturaleza indicativa de estabilidad del método
propuesto, ya que el mismo es especifico para la determinacion de IBU y de 4-IBAF,
dado que el andlisis de la pureza de los picos correspondientes demuestra la ausencia
de analitos que co-eluyan. Esto asegura que el mismo no presenta interferencias
causadas por los productos de degradacién generados.

El método propuesto tiene una ventaja de aplicacion practica comparado con el de la
USP, ya que permite, utilizando las mismas condiciones de analisis, realizar
simultdneamente la evaluacién de la pureza cromatografica y la determinacion de I1BU
y 4-IBAF. Por lo tanto, se justifica su uso en el control de calidad rutinario de materias
primas en laboratorios de analisis farmacéutico, asi como en estudios de estabilidad.
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