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RESUMEN

Un método por cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa ha sido desarrollado
para la determinacion simultanea del clorhidrato de
propranolol y la hidroclorotiazida, con deteccion de
clorotiazida como impureza de sintesis. La separacion
se realizd en una columna X-Bridge™ Cg 250 mm
x 4,6 mm x 5 pm a 35 °C. La fase movil, con caudal
de 1,0 mL min"!, qued6 constituida por la solucién
A: solucion amortiguadora de 0,1 M KH,POy4 y 0,05
M de 1-heptano sulfonato de sodio, a un pH 3,0 y
un solvente B: acetonitrilo, aplicando un sistema
de gradiente. La deteccion se realizd en un sistema
de arreglo de diodos a 270 nm. La respuesta lineal
se logrd en un rango de concentracion de 2,2 - 53,0
pg mL-! para el clorhidrato de propranolol, de 1,4 -
34,0 pg mL"! para la hidroclorotiazida y de 0,1 - 3,5
pug mL-! para la clorotiazida. Un disefio factorial
completo de 8 experimentos se aplicd para evaluar
el nivel de influencia del pH, la [KH,PO4] y la [1-
HSS] de la disolucion amortiguadora, en la respuesta
termodinamica del sistema para cada uno de los
analitos en estudio. Un disefio factorial fraccionado de
8 experimentos fue empleado para estudiar la respuesta
cinética del sistema con respecto a factores como: el
solvente (% B), la temperatura, ¢l flujo y el pH. Ambos
disenos estadisticos mostraron resultados validos sobre

el margen razonable de fluctuacion para cada factor y
su interaccidn, que permitieron garantizar la robustez
del método desarrollado con un 95% de confianza.
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ABSTRACT

A reverse-phase high performance liquid
chromatographic method has been has been developed
for the simultaneous determination of propranolol
hydrochloride and hydrochlorothiazide, chlorothiazide
sensing as an impurity of synthesis. The separation
was performed on a C;g column X-Bridge™ 250
mmx 4.6 mm x 5 pm to 35 °C. The mobile phase with
flow rate of 1.0 mL min™!, was composed of solution
A: 0.1 M buffer KH,PO4 and 0.05 M of 1-heptane
sulfonate, pH 3.0 and solvent B: acetonitrile, using
a gradient system. The detection was performed on
a diode array system at 270 nm. The linear response
was achieved in a concentration range of 2.2 to 53.0
pg mL-! for propranolol hydrochloride, from 1.4 to
34.0 pug mL-! for hydrochlorothiazide and 0.1 to 3.5
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pg mL-! for chlorothiazide. A full factorial design of 8
experiments was applied to assess the level of influence
of pH, [KH,;PO4] and [1-HSS] of the buffer solution,
thermodynamics in the response of the system to each
of the analytes under study. Fractional factorial design
of 8 experiments was used to study the kinetic response
of the system with respect to factors such as the
solvent (% B), temperature, flow and pH. Both designs
showed statistical valid results on reasonable margin
of fluctuation for each factor and their interaction,
which allowed guarantee the robustness of the method
developed with 95 % confidence.
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INTRODUCCION

El clorhidrato de propranolol (CHP) y
la hidroclorotiazida (HCTZ) son farmacos que
poseen mecanismos de accion diferentes, pero
comparten una de sus actividades terapéuticas, el ser
agentes antihipertensivos. El CHP es un bloqueador
B-adrenérgico no selectivo y la HCTZ es un diurético
del grupo de las tiazidas [1-2]. Ellos forman parte
del listado de medicamentos esenciales de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS); ademas,
la HCTZ en la actualidad se encuentra en el mercado
en combinacion con un gran numero de otros agentes
antihipertensivos [1-3]. Estas dos moléculas poseen
caracteristicas fisicoquimicas diferentes: ¢l CHP es
una base débil y la HCTZ un acido débil (Figura 1-A
y 1-B, respectivamente) [4].

La HCTZ se puede sintetizar por ciclacion
de la 4,6-sulfonamida-3-cloroanilina utilizando
paraformaldehido, o por la reduccion del doble enlace
de la clorotiazida (CTZ) [5]. Estos dos compuestos,
la 4,6-sulfonamida-3-cloroanilina y la CTZ, pueden
encontrarse como impurezas de sintesis en la HCTZ
y por ser la CTZ (Figura 1-C) un compuesto con
gran similitud estructural a la HCTZ, representa un
inconveniente al momento de la cuantificacion. Se ha
determinado que la CTZ, en comparacion con laHCTZ,
posee de diez a veinte veces menos actividad y es mas
toxica [6], por lo que la Farmacopea de los Estados
Unidos de América (USP, por sus siglas en inglés) en
su edicion 31 del afio 2008, establece identificar la
presencia de CTZ como impureza de sintesis en materias
primas y en el producto terminado de este farmaco [7].
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Fig. 1. Estructuras quimicas de clorhidrato de propranolol (A),
hidroclorotiazida (B) y clorotiazida (C) [4].

La USP 31, reporta aplicaciones por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa (CLAR-
FR), para el analisis del CHP o la HCTZ como materia
prima. Asi mismo, se reportan métodos por CLAR-
FR para las formulaciones farmacéuticas solidas de
liberacion inmediata (FFSO-LI).

Para la materia prima de HCTZ se utiliza una
columna C;g de 5 cm de longitud (1.), 4,6 mm de
diametro interno (d.i.) y 3,5 pm de tamafio de particula
(t.p.), y se aplica un gradiente de elucion para el analito
y sus dos impurezas de sintesis, empleando una mezcla
de acetonitrilo y metanol, con agua acidificada con
acido férmico como fase movil. En la valoracion de
contenido y la uniformidad de 1a unidad de dosificacion
de la HCTZ tabletas, se emplea una columna C;g de 25
cm (1) x 4,6 mm (d.i.) x 5 um (t.p.) y una fase movil
que consiste en un buffer fosfato 0,1 M a pH 3,0 y
acetonitrilo [7]. Ambos métodos buscan controlar la
ionizacion del analito utilizando un pH acido para
lograr una mayor retencion [8]. En las pruebas de
disolucion de la HCTZ, la USP 31 recomienda el uso
de espectroscopia UV para la cuantificacion de la
cantidad disuelta.

Para la valoracion del CHP como materia prima,
asi como en la valoracion de contenido y uniformidad
de la unidad de dosificacion de las tabletas, se usa
cromatografia de apareamiento ionico, aplicando una
mezcla de dodecilsulfato de sodio (DSS) a un pH acido
(pH =2,0), con acetonitrilo y metanol como fase movil
yuna columna Cg de 25 cm (1.) x 4,0 mm (d.i.) x 5 um
(t.p.). En las prucbas de disolucion del CHP, la USP
31 recomienda el uso de espectroscopia UV para la
cuantificacion de cantidad disuelta.

La USP 31 ofrece para la determinacion simultanea
de CHP ¢ HCTZ en FFSO-LI, diferentes metodologias
analiticas, segun sea la prueba. En ellas se incluyen
métodos de separacion por extraccion liquido-liquido,
para la determinacion de la cantidad disuelta del CHP
e HCTZ en la prueba de disolucion y para el ensayo
de uniformidad de la unidad de dosificacion. Esta
misma reporta la valoracion simultanea del contenido
de los principios activos en las FFSO-LI, utilizando la




CLAR-FR y no registra la separacion de la CTZ.

La extraccidon convencional liquido-liquido es
una operacion lenta y tediosa, muy dependiente
de la habilidad del operador y esta expuesta a
numerosos problemas como: formacion de emulsiones,
manipulacién de grandes cantidades de solventes
organicos, con el riesgo de ser toxicos, inflamables,
ademds de los inconvenientes en el proceso de
evaporaciones finales, entre otros [8]. Una vez
separados los farmacos, son cuantificados de forma
individual por espectroscopia UV, considerando que
esto se debe aplicar a un gran nimero de muestras, lo
que hace de éste, un método largo y costoso.

En el método de valoracidon de contenido del
producto combinado, se utiliza un buffer fosfato con
adicion del hidréxido de tetrabutilamonio (para evitar
la interaccion de los grupos silanol con el CHP) [8], a
un pH de 2,5 con metanol en la fase movil, y se estima
que el tiempo de retencion para el CHP seade 15 a 25
minutos y no se¢ reporta la presencia de CTZ [7].

La literatura reporta diversos métodos analiticos
por CLAR para la estimacion de CHP o HCTZ en
fluidos bioldgicos y en formulaciones farmacéuticas.
Hitscherich y col. [9], y luego Chetty [10], reportan
la determinacidn simultanea de ambos farmacos, pero
en ninguno de estos métodos se reporta la presencia
de CTZ como impureza de sintesis, cuando se analiza
el CHP simultaneamente con la HCTZ. En un gran
nimero de publicaciones se presenta la valoracion
de uno de estos dos farmacos con otros agentes
terapéuticos [11-35]. Estos métodos en su mayoria
utilizan una columna C;g con adecuado control del
pH de la fase movil, en funcion de los solutos y su
pKa[10, 12, 31, 35].

Se hareportado la determinacion de la HCTZ y sus
productos de degradacién empleando columnas ciano
[36]. Esta columna posee una alta selectividad hacia
los dobles y triples enlaces y los compuestos polares
e hidrofilicos, que no pueden eluir normalmente en
una columna Cg o una C;g, ademas puede separar
compuestos con gran similitud estructural, con
menor retencion de los compuestos hidrofobicos.
Sin embargo, son menos utilizadas en la industria
farmacéutica por su costo, poca versatilidad y por ser
labiles a las condiciones de trabajo.

La aplicacion de un par idnico, como lo es el
I-heptano sulfonato de sodio (1-HSS), que actua
como un anidon “pesado” susceptible de aparcarse
con el grupo nitrogenado con carga positiva del CHP,
tiene efectos favorables para la separacion de HCTZ
y CTZ bajo la forma no ionizada de ambas moléculas
(compuestos neutros). Esto se traduce en una mayor
eficiencia y supresion de las colas en los picos [37].
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Una vez definido el método cromatografico, se
deben evaluar los efectos de pequefias variaciones
deliberadas de las condiciones cromatograficas (sal,
pH, porcentaje de solventes, temperatura, entre
otros), sobre parametros que repercuten en el factor
de capacidad (k*), la resolucion, la eficiencia y el
factor de asimetria. Esto se verifica con un estudio de
disefio factorial, que ofrece una metodologia eficaz
para determinar la robustez del método analitico. La
robustez se aplica en una fase apropiada del desarrollo
del método, como lo recomienda la Asociacion
Espaiola de Farmacéuticos de la Industria, y no en
la validacidon propiamente dicha. Con esto se logra
identificar los parametros criticos que pueden afectar
a la robustez del método, comprenderlos y realizar
mejoras si es necesario [38].

El presente trabajo tiene como objetivo principal
desarrollar un método por CLAR-FR, alternativo
a los métodos reportados por la USP 31 [7], que
sea aplicable a la valoracion de las materias primas
como también en el analisis rutinario (valoracion de
contenido, uniformidad de la unidad de dosificacion
y en especial en la prueba disolucion) de tabletas de
CHP en combinacion con la HCTZ, detectando la
CTZ como impureza de sintesis. Ademas, entre otras
cualidades, dicho método debe mostrar precision,
sensibilidad, selectividad y robustez, también tener
la capacidad de automatizacion o reduccion de
procesamiento de datos, asi como para los estudios de
solubilidad y perfiles de disolucion en la obtencion de
bioequivalencia por la via de 1a bioexencion de ensayos
in vivo, para lo que se necesitan métodos analiticos
indicativos de la estabilidad de los principios activos.

MATERIALES Y METODOS

a. Instrumentos

En el analisis cromatografico de los tres analitos
planteados se utilizo6 para la separacion en fase liquida
un cromatografo marca Waters®, provisto de: una
bomba cuaternaria modelo 600E, un desgasificador AF
en linea, un inyector automatico modelo 717 Plus y un
detector UV-Vis de arreglo de diodos modelo 2996.
Todos los componentes del sistema cromatografico, asi
como el registro, el almacenamiento y el procesamiento
de los datos se controlaron en un computador dotado
con el software Empower 2. Para procesar los
resultados del disefio factorial se utilizo el software
estadistico Minitab® 14.

b. Materiales y reactivos

Todos los disolventes utilizados se adquirieron de
grado CLAR (Merck® KGaA de Alemania) y el agua
fue purificada en un sistema Milli-Q (Millipore®,




Bedford, MA, EE.UU.). Los reactivos empleados
fueron de grado analitico, el 1-heptano sulfonato de
sodio y los patrones de referencia de HCTZ (99 %) y
CHP (99 %) se obtuvieron de la marca Sigma-Aldrich®,
la CTZ del Committee on National Formulary of the
American Pharmaceutical Association y las materias
primas se usaron de los Laboratorios Ipca Limited.

¢. Preparacion de soluciones

Las soluciones madre de HCTZ (0,28 mg mL!)
y de CHP (0,44 mg mL"!) patrén de referencia, se
prepararon individualmente, utilizando HCI 0,01 M
como diluyente, sometiéndolas al ultrasonido.

La solucion madre de CTZ (0,20 mg mL-!) patron
de referencia, se prepar6 utilizando metanol como
diluyente, sometiéndola al ultrasonido.

Todas las soluciones se almacenaron en frascos
ambar bajo refrigeracion a 4 °C y se utilizaron en un
tiempo no mayor a 8 dias.

Las soluciones de trabajo de concentraciones 0,003
mg mL-! de CTZ, 0,028 mg mL-! de HCTZ, y 0,044
mg mL"! de CHP se prepararon interdiariamente,
diluyendo con HC1 0,01 M a volumen.

Todas las soluciones fueron filtradas con
membranas GHP (Waters® Corporation) de 47 mm
de diametro y 0,45 pum de tamafio de poro.

d. Separacion cromatogrdfica

La separacion cromatografica de CHP, HCTZ y
CTZ se realizd por cromatografia de par idnico en
fase reversa utilizando 1-HSS como contraion. La
optimizacidon de la separacion se realizo con el fin
de obtener la mejor selectividad y sensibilidad para
los analitos, fundamentada por la separacion entre la
HCTZ y la CTZ como impureza de sintesis. Para ello,
se inyectaron tanto las soluciones individuales y de la
mezcla de los tres compuestos y se ensayaron fases
moviles de diferente naturaleza y composicion.

e. Idoneidad del sistema

Para verificar el buen funcionamiento del
sistema, se inyectd por quintuplicado en el sistema
cromatografico la solucion de trabajo de la mezcla.
Se observd la respuesta de los analitos, el numero
de platos teoricos, factores de resolucion, simetria y
capacidad, tiempo de retencion relativo y coeficiente
de variacion del sistema.

RESULTADOS

La separacion inicial de los analitos, se realizd
con las condiciones experimentales del método de
cuantificacion del CHP materia prima reportado en
USP 31. Se utilizé una columna X-Bridge™ Cg
(Waters®) de 150 mm x 4,6 mm x 3,5 pm, a una
temperatura de 35 °C, y como fase movil una solucion
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de DSS 0,025 M y H3PO4 0,039 M /Acetonitrilo/
Metanol, en la proporcion (28:36:36; v:v:v), a un
flujo de 1 mL min-!. Bajo estas condiciones se inyectd
inicialmente un volumen de 20 pL de soluciones
individuales y de la solucion mezcla de concentracion
de 0,032, 0,320 y 0,200 mg mL-! de CTZ, HCTZ y
CHP respectivamente, representando la concentracion
para el ensayo de cada una de las materias primas [7].
En la Figura 2-A se muestra el cromatograma obtenido
donde se observan picos desdoblados y superpuestos para
HCTZ y CTZ y un pico sin interferencias para el CHP.
A partir de estos resultados se comenz6 la
optimizacion de la separacion modificando cada una
de las variables involucradas en mejorar la forma
de los picos de los analitos y la resolucion entre los
mismos. Se vario la proporcion de los modificadores
organicos, la naturaleza y molaridad del amortiguador
de pH, y la columna. Sin embargo, si bien se logrd
separar la CTZ y la HCTZ, a las concentraciones que
se estiman encontrar en el tiempo de muestreo en la
prueba de disolucién (0,003, 0,028 y 0,044 mg mL"!
de CTZ, HCTZ y CHP, respectivamente), se observd
el desdoblamiento del pico de la HCTZ (Figura 2-B).

HCTZ

200 400 6,00 800 1000 12/00 14,00 1600 1800 20000
MMMMMMM

- HCTZ
o

——CHP

3
-c1z

2,00 4,00 600 8.00 10,00 12100 1400 16,00 1800 20
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Fig. 2. Cromatogramas: A) Método USP para CHP materia prima.
B) Método de separacion de CTZ, HCTZ y CHP a una concentracion
de 0,003, 0,028 y 0,044 mg mL-! respectivamente, usando una
columna X-Bridge™ C,4 150 mm x 3 mm x 3,5 ym y una fase mavil
de buffer fosfato de sodio 0,025 M a pH 3,0 con acetonitrilo en modo
de gradiente. C) Método de separacién de CTZ, HCTZ y CHP usando
las condiciones de la Tabla 1 con la concentracion del buffer fosfato
a 0,05 M a pH 3,0.




Al incorporar a la fase movil el 1-HSS a una
concentracion de 0,05 M en la solucion amortiguadora
de KHyPO4 0,10 M, a un pH 3,0 en presencia de
acetonitrilo y bajo un sistema de gradiente, se
observoé la desaparicion del sangrado de la HCTZ y
la interferencia de la linea base, pero se reflejo, por
la presencia de un pico definido diferente, la posible
degradacion de la solucion de la HCTZ en metanol en
el tiempo de corrida. Los compuestos se prepararon
utilizando como solvente acetonitrilo, mostrando
la desaparicidon de dicho pico. Una disminucion de
la concentracion de la sal de fosfato en la solucion
amortiguadora a 0,05 M, provocé una division del pico
de la HCTZ y desplaz6 al CHP (Figura 2-C). El efecto
ha sido atribuido a la modificacion que produce en la
cantidad adsorbida de agente surfactante anionico,
esto debido a un cambio en la repulsion electrostatica
y del fortalecimiento de interaccion hidrofobica para
el CHP [37].

Los resultados de la optimizaciéon condujeron
a un método por CLAR-FR para la separacion y
cuantificacion simultanea del CHP, HCTZ y CTZ bajo
las condiciones de la Tabla 1, donde la elucion por
gradiente se considerd necesaria para la separacion
de los tres analitos (Tabla 2).

TABLA 1
Condiciones cromatograficas

Equipo CLAR
Columna X-Bridge™ C,; 250 mm x 4,6 mm x 5 ym

Guarda columna X-Bridge™ C,; 20 mm x 4,6 mmx 5 um

Solucidn A: selucion amortiguadora de 0,10 M
KH,PO, y 0,05 M de 1-HSS a pH 3,0 (ajustado con
H;PO,)

Solvente B: Acetonitrilo

Fase Mavil

Longitud de onda de deteccien 270 nm

Temperatura 35°C

Flujo 1 mL min-!
Volumen de inyeccién 50 uL

Tiempo de corrida 17 minutos
Método de calculo Patrén externo

0,003 mg mL-' de CTZ, 0,028 mg mL-' de HCTZ y

Concentracién de los analitos 0,044 mg mL-' para el CHP

TABLA 2
Sistema de Gradiente

Tiempo % Solucion A % Solvente B Elucidn Velocidad de gradiente
0 80 20 Equilibrio
5 80 20 Isocratico
6 30 70 Gradiente Lineal 50%B min!
8 30 70 Isocratico
9 80 20 Retorno
17 80 20 Re-equilibrio
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En la Figura 3, se muestra el cromatograma
obtenido y los espectros UV que identifican a cada
analito; se puede observar que los tres analitos se
separan con una buena resolucidon y tiempos de
retencion de 4,68, 5,05 y 14,21 minutos para la CTZ,
HCTZ y CHP respectivamente.

HeTz ‘ oz

P

Fig. 3. Cromatograma de la idoneidad del sistema: clorotiazida
(CT2Z) tg: 4,68 min,; hidroclorotiazida (HCTZ) tz: 5,05 min; clorhidrato
de propranolol (CHP) tg: 14,21 min

En el presente trabajo se verifico experimentalmente
la idoneidad del sistema cromatografico, para ello se
inyectaron cinco réplicas de la solucion de trabajo
de CTZ, HCTZ y CHP. En la Tabla 3 se muestran
los resultados obtenidos, que cumplen con los
requerimientos establecidos por la USP, donde la
resolucion entre la CTZ yla HCTZ es de 2,27, aunque
su factor de capacidad es menor a uno. Sin embargo, el
factor de capacidad obtenido es considerado aceptable
cuando se tienen mezclas de compuestos y mayor aun,
cuando uno de ellos es producto de degradacion [8,
39]. Por esta razon se pudo establecer que ¢l método
era idoneo para determinar CTZ, HCTZ y CHP.

TABLA 3
Ensayo de idoneidad del sistema

) Platos Factor
Analito Area %CV tedricos tr K cola R
N) M

Cloroliazica 28132155 00 1400566 468 038 124

(CT2Z) i i ! ! '

Hidroclorotiazida
HCT2) 491735222 0,10 16547,01 5,05 0.50 126 228
Clorhidrato de

Propranolol 1426056 22 0,20 32717323 1421 3.18 113 69,22

(CHP)

Limites

<2% N>2000 - K>2* T<2 22
recomendados

*Factor de capacidad: 0,5>K’<20.

Para la evaluacion de la linealidad del método se
prepararon, por pesada individual, 8 soluciones madre
de cada analito en estudio, tal como se presenta en el
punto c (preparacion de soluciones), representando
cada solucion un punto de la curva de calibracion.
Por dilucion se dispusieron soluciones en el rango de
concentracion establecido para el estudio (Tabla4) y se




prepararon tres juegos de soluciones de cada analito y
de cada punto. El conjunto de 24 se analiz6 para trazar
una curva de calibracion que concedi6 los parametros
de regresion que se encuentran en la Tabla 4.

Se observo que las curvas de calibracion son
lineales en el intervalo de concentracion estudiado
para todos los casos, con un coeficiente de correlacion
> 0,99, el cual fue considerado aceptable con un
95 % de confianza, para n-2 grados de libertad (texp
= 288,56 para el CHP, texp, = 123,58 para la HCTZ
Y texp = 42,26 para la CTZ >> t,, = 2,074) y con
cocficientes de variacidn de los factores de respuesta,
como una expresion de linealidad, dentro del criterio
de aceptacion (Tabla 4).

En la misma forma, se encontré que el intercepto
fue diferente de cero, con un 95% de confianza (texp =
-0,794 para el CHP, tex, = -0,113 para la HCTZ y tey,
= 0,023 para la CTZ < t,;, = 2,074). El intervalo de
confianza cumpli6 la condicion de proporcionalidad,
es decir, incluye al cero. Sumado a esto la prueba G
de Cochran aplicada a los resultados obtenidos no
evidencio6 influencia del factor de concentracion sobre
la variabilidad de los resultados ya que el Geyp, €s <
al Gy, para cada uno de los analitos, al igual que se
comprobd la normalidad de los residuales. Todos estos
valores se consideraron estadisticamente aceptables.

TABLA 4
Parametros de linealidad

Intervalo E ion de | "
Analito  dinamico cuagion e recia r S

e » s, ICy Ic,  %CV
(ngmL

CHP 22-530  Y=28410%31910°K 09993  1,11.10°  33210° 22910° =689.10° 443

HCTZ 14-340  Y=31110%+1,78107X 09993  14410°F 27610' £28910° =57310 4,03

(474 01-35 Y=84,236+7,8.107X 09939 1,8510°F  359.10° 138310° =74510° 633

n = numero de determinaciones (n = 24)

Numero de soluciones ensayadas por replica = 8 x 3

Ecuacion de la recta=Y: area de pico, a: intercepto, b: pendiente

r = coeficiente de correlacién (> 0,98)

S, = desviacion estandar de la pendiente

S, = desviacion estandar del intercepto

IC,, = Intervalo de confianza al 95 % de b

IC, = Intervalo de confianza al 95 % de a

%CV= Coeficiente de variacion de los factores de respuesta (%
CV < 5% para principio activos, % CV < 10% para compuestos
relacionados) [37, 39].

En la evaluacion de la robustez del método analitico
se aplicaron disefos estadisticos completamente al
azar, con arreglos de tratamientos factoriales de ocho
experimentos. Se utilizo un disefio factorial completo
(23) para la composicion de la solucién amortiguadora
de la fase mévil y un disefio fraccionado (24-1) para
la interaccion de factores que pudieran influir en el
analisis simultaneo de los tres compuestos, siendo la
variable dependiente el factor de capacidad (k*), para
ambos disefios.
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El disefio factorial completo (23) evalué como
variables independientes la influencia del pH (pH =
3,0) con una desviacion de = 0,2, y la concentracion
molar [M] de los aditivos KH,PO4 (0,1 M) y 1-HSS
(0,05 M) en la solucion amortiguadora de la fase movil,
con una variacion de + 10 %.

El disefio factorial fraccionado (24-!) involucrd
como variable independiente cuatro factores: el
porcentaje de solvente B (20—70) en £ 2 %, la
temperatura (35 °C) en = 3 °C, el flujo (1 mL min!)
en+ 10 %y el pH (pH=3,0) en+ 0,2.

El analisis de varianza (Tabla 5) del disefio factorial
completo de 8 experimentos (2%) reflejé que cerca del
98 % de la variabilidad del factor de capacidad de la
CTZ y la HCTZ se explico por el pH, la [KHyPOy4]
y la [1-HSS] y por las interacciones; el restante
2 % fue debido al error. Para el CHP la variabilidad
obtenida fue cerca del 97 %. El 2 para cada modelo
(HCTZ, CTZ y CHP), fue de 98,42 %, 97,91 % y
96,54 %, respectivamente, lo cual indicoé que estos
modelos se ajustaron al disefio planteado. Para los tres
modelos se cumplieron los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas lo que demostrd su
adecuacidad.

Las hipdtesis acerca de los efectos principales en la

CTZ, HCTZ y CHP, sc rechazaron (H,:c%: =0; no
existio efecto de interaccion significativo por cada
factor individual), puesto que P-value < 0,05,
excepto para la HCTZ por la [KH,POy4]. Los cuatro
efectos de interaccion considerados explicaron la
variabilidad observada para la CTZ y la HCTZ con
un nivel de confianza del 95 %, pero tres no poseen
interaccion de mayor orden de significancia (P-value
> 0,05), s6lo la interaccion de [KH,PO4]*[1-HSS]
fue notoriamente significativa. De los cuatro
efectos de interaccion evaluados para el CHP, los
de interaccion pH*[1-HSS] y pH*[KH,POy4], no
mostraron ser significativos; los restantes efectos,
demostraron ser dependientes entre si.

TABLA S
Analisis de Varianza

C1Z

KH,PO,(M)*1-HSS(M) 0,0001685 0,0001685 0,0001685 31,01 0,000
pH*KH,PO,(M)*1- HSS(M) 0,0000157 0,0000157 0,0000157 2,89 0,109
Error 16 0,0000869 0,0000869 0,0000054

Total 23 0,0059745

Fuente DF Seq SS Adj S AdjMS F P
pH 1 0,0003511 0,0003511 0,0003511 64,62 0,000
KH,PO,(M) 1 0,0000375 0,0000375 0,0000375 6,90 0,018
1-HSS(M) 1 0,0052925 0,0052925 0,0052925 973,94 0,000
pH*KH,PO,(M) 1 0,0000001 0,0000001 0,0000001 0,02 0,877
pH*1-HSS(M) 1 0,0000220 0,0000220 0,0000220 4,06 0,061

1

1




HCTZ
Fuente DF Seq SS Adj S8 AdjMS F P
pH 1 0,0004078 0,0004076 0,0004076 6183 0,000
KH,PO(11) 1 0,0000057 0,0000057 0,0000057 Q87 0,366
1-HSS(K) 1 0,0088205 0,0088205 00088205 133821 0,000
pH*KH,PO, (M) 1 0,0000000 0,0000000 0,0000000 0,00 0,956
pH*1-HSS(M) 1 0,0000267 0,0000267 0,0000267 4,05 0,081
KH,PO (Wy*1-HSS{M) 1 00001810 0,0001810 0,0001810 2745 0,000
PHKH,PO, (M 1- HSS(M) 1 0,0000222 0,0000222 0,0000222 337 0,085
Error 16 0,0001055 0,0001085 0,0000066
Total 23 0,0095691
CHP
Fuente DF  SeqSS Adj S8 AdjMS F P
pH 00001650 00001850 00001659 4834 0,000
KH;PO,iM) 0.0002490 0,0002490 0,0002490 72,56 0.000

1-HSS(M)
PHKH,PO,(M)

0.0016352 0,0016352 0,0016352 476,49 0,000
0.0000000 0,0000000 0,0000000 0,01 0922

pH*1-HSS(M) 1 0.0000069 0,0000068 0,0000069 2,02 0174
KH;PO,{My*1-HSS(W) 1 0,0000704 0,0000704 0,0000704 2051 0,000
pH*KH,PO(M}*1- HSS(M) 1 0.0000064 0,0000064 0,0000064 28,00 0.000
Error 16 0.0000549 0,0000548 0,0000034

Total 23 0.0022787

Los resultados del ANOVA fueron sustentados por

los graficos de interaccion (Figura 4), donde se observé
que el factor [KH,PO4] presentd interaccion con el
factor [1-HSS], para la CTZ, HCTZ y el CHP, por el
cruce de las lineas, indicando un grado de interaccion
en el estudio. Las interacciones donde interviene el pH
no fueron significativas, es decir, son independientes
entre si, con un 95 % de confianza.
Los graficos de la superficie de respuesta ilustraron
que en el menor valor del rango de pH, aumenta el k'
de los analitos. Se observo la tendencia de un aumento
leveen el k™ en los niveles bajos de 1a [KH,PO4]. El k’
del CHP fue directamente proporcional a la [1-HSS]
(Figura 4).

A B
0525 042
Hetz g 0510 €Tz (k) 0,40
0495
0480 — 038 s
009 0% [rtiss) 0050 [1.HSS]
010 0045 009
o1 010 0045
[KH,PO, ] KHP0,] o1

C

CHP (k)

0055
opse

o5 [1-HsS]
[KH,PO,]

Fig. 4. Superficie de respuesta para mostrar la tendencia del factor
de capacidad (k') de: A) HCTZ Vs [1-HSS]*[KH,PQ,]; B) CTZ Vs
[1-HSS]*[KH,PO,] y C) CHP Vs [1-HSS]*[KH,PO,]
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Del andlisis de varianza para el disefio factorial
fraccionado, resultd que el 99,99 % de la variabilidad
en la CTZ, la HCTZ y el CHP se explica por el
solvente, la temperatura, el flujo, el pH y los efectos
de interaccion, lo que demuestra un buen modelo
estadistico para cada uno de los analitos.

Los efectos de interaccion de segundo orden,
donde interviene el solvente, influyen sobre los tres
compuestos. Salvo la interaccion Solvente*Flujo para
la CTZ, las demas combinaciones son eliminadas
porque su aporte es tan pequefio que es despreciable.
El estudio de los efectos principales (Figura 5), en
los niveles mas altos, muestra que el solvente, la
temperatura y el flujo, representan una disminucion del
k* delaCTZyla HCTZ. El solvente, en su proporcion
mas alta, presenta una ligera disminucién del k™ para
el CHP; el flujo disminuye considerablemente en su
nivel alto; la temperatura y el pH tienden a mantenerse
en todos sus niveles.
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Fig. 5. Grafico de efectos principales en el k™ para el disefio factorial
fraccionado (2*"): A) HCTZ, B) CTZ y C) CHP

DISCUSION

La separacion simultanea de estos analitos no es una
tarea facil ya que tienen caracteristicas fisicoquimicas
muy diferentes. La HCTZ es un farmaco del grupo de
los acidos débiles con caracteristicas hidrofilicas, con
un coeficiente de particion (octanol/agua) de -0,10 y
valores de pKa de 7,0 y 9,2 [4]. A un pH alrededor
de 3,0, se asegura la forma no ionizada y de esta
manera se potenciaria la retencion de la molécula
por un aumento de las interacciones hidrofobicas con
una fase estacionaria del tipo Cg. La CTZ presenta
caracteristicas muy similares a la HCTZ, posee un pKa
de 6,7y de 9,5, con un coeficiente de particion (octanol/
agua) de -0,18, debido a su vinculo oleofinico entre el




C3 y Cy4, unica diferencia estructural entre ellas [6].

En el caso del CHP, tiene caracteristicas basicas, ¢s
un farmaco lipofilico con un coeficiente de particion
(octanol/pH 7,4) de 1,20 y un pka de 9,4 [4]. Estas
propiedades le confieren una fuerte retencion en una
fase estacionaria del tipo C;g. No obstante, a diferencia
de CTZy HCTZ, apH igual a 3,0 el CHP se encuentra
protonado a nivel del nitrégeno secundario de este
compuesto (Figura 1-C).

Este comportamiento de las moléculas de los
analitos condujo a pensar que el agregado de un
contraion como el 1-HSS garantizaria la retencion del
CHP por apareamiento ionico cuando el pH de la fase
movil es de 3,0.

El 1-HSS es un agente surfactante aniénico muy
hidrofilico que se adsorbe a las cadenas alquilicas de
la fase estacionaria, actuando como un intercambiador
i6nico, y bloqueando la actividad de los grupos
silanoles presentes en la fase estacionaria lo que se
traduce en una mayor eficiencia y supresion de la cola
de los picos [37].

Por otra parte, la presencia de 1-HSS en la fase
movil, facilita la interaccion de la CTZ y la HCTZ
con la fase estacionaria, por medio de interacciones
hidrofobicas y electrostaticas, logrando conseguir
la separacion adecuada entre ellas con una buena
resolucion. Se ha reportado que la mayor retencion de
los acidos débiles en presencia de un agente surfactante
ocurre en solucion acida, donde predomina el
compuesto bajo la forma neutra, por la interaccidon no
polar, dipolo-dipolo y por el caracter donador-aceptor
de protones del compuesto, con el agente surfactante
y con la fase estacionaria [37].

En ese sentido, la presencia del 1-HSS a la fase
movil permitié una separacion selectiva de HCTZ,
CTZ y CHP utilizando el gradiente de elucion (Tabla
2), que fue verificado por la idoneidad del sistema
comparado con los limites especificados en la USP 31.

El método analitico desarrollado demuestra
lincalidad en un rango dinamico amplio, esto permite
el analisis de los tres analitos a concentraciones muy
bajas para cumplir con los requisitos exigidos para
el desarrollo de un método analitico en las pruebas
de disolucion de FFSO-LI, asi como sus perfiles de
disolucion. A concentraciones mas altas permite el
analisis de valoracion de contenido, uniformidad de
la unidad de dosificacion y la monitorizacion de las
pruebas de estabilidad.

Los experimentos del disefio factorial completo
(23) han permitido confirmar que el comportamiento de
laCTZ y de laHCTZ son similares ante los cambios en
la composicion de la solucién amortiguadora que lleva
la fase movil. Estos dos farmacos analizados al rango
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de pH y de la [KH,POy4] no presentan variabilidad en
el k™ y se confirma que en ese rango de pH se garantiza
que las dos moléculas se localicen bajo la forma no
ionizada. Esos datos indican que existe una interaccion
entre la [1-HSS] y la [KH,PO4] que puede afectar el
k* de los dos analitos, pero no s¢ mostro significativa,
sin embargo debe tomarse en cuenta que la presencia
de 1-HSS en la fase mavil influy6 en la retencion de
estos dos compuestos bajo la forma neutra.

El CHP mostr6 una conducta caracteristica de los
compuestos basicos con apareamiento idnico, donde el
pH y el contraion (1-HSS) juegan un papel importante
en el k™ del analito. Es asi como un aumento del pH
disminuye el k' del CHP, y un aumento de la [1-HSS],
significa un aumento del k'; las interacciones observadas
no presentaron una influencia significativa en los
resultados, demostrando un gran robustez para el CHP.

El disefio factorial fraccionado de 8 experimentos
reflejo el comportamiento de los cuatro factores
(solvente, temperatura, flujo y pH) y demostrd
pequenas variaciones esperadas del k' de los tres
compuestos al modificar la proporcion del solvente B,
por aumento de la fuerza de clucidn de la fase movil,
que lleva a su vez a la desorcidon del surfactante de
la fase estacionaria, pero sin afectar la resolucion
entre los picos de CTZ e HCTZ. Se confirma por los
resultados obtenidos, que el acetonitrilo es un buen
modificador orgéanico en las fases moviles donde
hay presencia de agentes surfactantes y para las
caracteristicas de los analitos estudiados [37].

El impacto de estos disefios estadisticos sobre
los otros parametros cromatograficos (tg, R, factor
cola) demostr6 el buen funcionamiento del sistema
cromatografico, ya que se mantuvieron con un % CV
menor al 5 % por la influencia de la composicion de
la solucion amortiguadora de la fase movil. Para las
variaciones cinéticas como son las plateadas en el
disefo factorial fraccionado, se obtienen % CV mas
altos (% CV <al 12 %) para los tg en particular para la
CTZ e HCTZ. E1% CV de la R, factor cola, y el tg del
CHP alcanzan valores menores al 7 %. Era de esperarse
estos valores ya que se esta modificando la velocidad
del equilibrio del analito entre la fase movil y la fase
estacionaria, sin embargo se considera aceptable para
este conjunto de variaciones simultaneas.

En cuanto a las areas de los picos cromatograficos
de los tres analitos, aportaron un %CV < al 1,5% en
la respuesta termodinamica del sistema (variaciones
en la solucion amortiguadora) y en el estudio de la
respuesta cinética del sistema, el area de los picos de
los analitos poseen un %CV > al 11%. Demostrando
que el sistema responde en el momento del analisis a
pesar de los requisitos fijados en el estudio de robustez.
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CONCLUSIONES

1. El método es lo suficientemente selectivo
para la deteccion cuantitativa del CHP y la HCTZ,
monitoreando la CTZ como impureza de sintesis, en
preparaciones farmacéuticas solidas.

2. El estudio de la robustez basado en los disefios
factoriales confirman un método robusto, donde
pequeiias variaciones en la fase movil y en las
condiciones del sistema cromatografico (porcentaje
del solvente de mayor poder de elucién, pH, flujo y
temperatura), no afectan el factor de capacidad de
los tres analitos en estudio, asi como en la resolucion
entre ellos, especialmente entre la CTZy la HCTZ. Lo
que permitié conocer que las condiciones de trabajo
resultaron dptimas en el procedimiento analitico.

3. El método propuesto se¢ puede utilizar para
analisis de rutina, control de calidad y para el estudio
de la estabilidad de las tabletas que contienen estos
farmacos, asi como también en la realizacién de
perfiles de solubilidad de los analitos y en los perfiles
de disolucion de sus FFSO-LI, de esta forma contribuir
a la caracterizacion biofarmacéutica.

4. Se ha determinado la robustez del método
analitico y asi dotado de una adecuada flexibilidad,
por lo que ahora se le debe adjuntar la calidad de los
datos de medicidn por un proceso de validacion, para
corroborar su aplicacion y fiabilidad, con ventajas para
la precision, sensibilidad, selectividad, y capacidad de
automatizacion.
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