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RESUMEN

Se desarroll6 un método anal itico para cuantificar
astemizol en tabletas, mediante la aplicacion de un
sistema por inyeccion en flujo y deteccion
espectrofotométrica (UV) directa. El astemizol se
separd de los excipientes directamente con metanol.
Las disoluciones se inyectaron en un flujo continuo
constituido por una solucion de écido clorhidrico 0,1
M. El intervao lineal, obtenido usando el método de
adicién estandar, result6 entre20y 100 ng/mL, conun
l[imite de deteccion igual a0,01 ng/mL. El sistemase
automatizd paradeterminar soluciones muestraauna
velocidad de 1/min con un coeficiente de variacion
menor que 1,5% (n= 25). El méodo desarrollado resulté
econdmico, rapido, reproducibley facil de aplicar en
aquellos laboratorios que realizan un elevado nimero
de andlisis de rutina.

ABSTRACT

A continuosflow injection method for determining
astemizole in dosage forms is suggested. Direct UV-
spectrophotometry was used as detection method.
Methanol was used to extract astemizole from the
dosage forms. Sampleswereinjected directly into the
carrier stream (HCl 0.1 M). The lineal interval was
obtained using the standard addition method with a
detection limit of about 0.01 ng/mL. The procedureis
automated and samples (20 - 100 ng/mL) can be
analyzed at arate of /minwith acoefficient of variation
of lessthan 1.5% (n = 25). The method was economic,
quick, reproducible and easy to apply in those
laboratories that carry out a high number of routine
anaysis.
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INTRODUCCION

El Hismanal® fue desarrollado por Janssen
Pharmaceutica(Bélgica), eintroducido en laterapéutica
en 1983 bajo el nombre genérico de astemizol (AZ)
[Al-Obaid y Mian, 1991]. EI AZ es un farmaco
estructuralmente derivado del 2-aminobencimidazol
(Fig. 1), de nombre quimico, 1-(p-Fluorobenzyl-2-{[ 1-
(p-methoxyphenethyl)-4-piperidyl]-amino} -
benzimidazol e. Terapéuticamente, estaindicado como
antihistaminico de larga duracién, desprovisto de
efectos sedantes y anticolinérgicos. Se le considera
un blogueador especifico de los receptores H1 de la
histamina[ Spilvay Muktans, 2001].

Figura 1. Estructura quimica del astemizol (AZ)
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Se han descrito varios métodos para €l andlisis de
AZ enformasfarmacéuticasy matricesbiol égicas[Al-
Obaid y Mian, 1991]. El andlisis de AZ en formas
farmacéuticas solidas se realiza por cromatografia
liquida de alta resolucién [Sadana y Potdar, 1989]
[Suryanarayanaet a., 1993]. En los Ultimos diez afios
se han publicado algunos métodos alternativos para
el andlisisde AZ en formas farmacéuticas sdlidas, sin
embargo, Ilamalaatencion que éstos se hayan centrado
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en laformacién de un derivado, o un par iénico o un
complejo de AZ, sin tratar de determinar AZ
directamente por espectrofotometriaUV [El Walily et
al., 1995] [Qureshi y Khan, 1996] [Abdelmagedd, 1996]
[Sastry y Naidu, 1997] [Sastry y Naidu, 1998] [Kelani
et al., 1999] [Daabees, 1999]. También resulta
interesante la ausencia de métodos rapidos,
autométicos y econémicos que permitan el control de
calidad del AZ en tabletas. Hoy dia, se conoce que €l
método oficial para determinar AZ en tabletas es por
cromatografialiquida de altaresoluciéon [USP XXV,
2000], sinembargo, desde el punto de vistaeconémico
puede resultar prohibitivo para algunos laboratorios.
Con €l objetivo deresponder alainquietud planteada,
se describe aqui un método rapido y automatico
aplicado aladeterminacion directade AZ en tabletas.
En este contexto, se utilizd un sistema por inyeccion
en flujo continuo desarrollado por los autores [Ledn
eta., 2001] y deteccidn directa por espectrofotometria
W.

MATERIALES Y METODOS

Reactivosy materiales

Metanol, grado HPLC, (JTB). Acido clorhidrico,
grado andlitico (Riedel-de Haén). Aguadestiladagrado
Milli-Q. Astemizole patron, Batch N° 0451093 de Trident
OrganicsPrivate Limited (Dr. Reddy’s Group). Materia
primaval oradade Astemizol comparadacon €l patron
de astemizol RS dela USP, lote 020/96, Barcelona,
Espafia(Biofinac.a.) Astemizol genérico, comprimidos
de 10 mg, lote 011252 (L ab. Genven). Dispositivo para
filtracion de polietileno Millex HV con membrana de
filtracién Durapore 0,45 mm.

I nstrumentacién

Sistema de bombeo peristéltico. Control digital
MasterFlex L/S, modelo 7523-50), Cartidge pump 4,
MasterFlex L/S, modelo 7519-06 y Cabezal de bomba
de canales multiples, modelo 7519-6. Tuberia
MasterFlex, tipo Tygon Lab L/S 14 (didametro interno
1,6 mm) Lote N° 104150, R-3603, N° 6409 (todos de
Cole-Palmer Instrument CO. U.S.A)).

Inyector. Vavula tipo rheodyne, de seis puertos
paraHPLC (U.SA.).

Cubeta. Celda de cuarzo disefiada para flujo
continuo, model o Quartz Spectrophotometer cell, Semi
Micro Flow thr, 10 mm, Z8.5; 73.65F-Q-10/Z8.5
(Atascadero, U.S.A.).

Detector. Espectrofotdmetro UV-visbleLamda 1l
(Perkin-Elmer Corporation), acoplado con €l programa
computadorizado UV WinLab (Microsoft Corporation,
Perkin-Elmer GbhM).

Prepar acion delassoluciones

Solucioén patrén madre: setransfirié 0,2500 g de
AZ patrén a un matraz volumétrico de 100 mL con
ayuda de metanol, se diluy6, se colocd en un equipo
ultrasonido por 15 minutos, seenfridy llevé avolumen
con &l mismo disolvente.

Solucionespatr én detrabaj o: semidierondicuotas
apropiadas (0, 250, 500, 750y 1000 . respectivamente)
delasolucion patrén madrey setransfirieron, en cada
caso, aun matraz volumétrico de 25 mL de capacidad
conjuntamente con unaporci én de metanol en cantidad
suficiente paral,25 mL, inmediatamente sellevaron a
volumen con solucion de écido clorhidrico 0,1 M.

Solucién muestra: se peso el contenido total de
cada producto farmacéutico, 10 tabletas (Muestral =
1,2288g, Muestra2=1,2288gy Muestra 3=1,23300),
después de triturar y pulverizar se pesd una muestra
equivalentea31,25mgdeAZ, lacua setransfiridaun
matraz volumétrico de 50 mL de capacidad con ayuda
de 40 mL de metanol absoluto, se colocé en un aparato
ultrasonido durante 15 minutos, se enfrid y llevé a
volumen con el mismo disolvente.

Solucién muestra detrabajo: apartir de cadauna
de las soluciones muestra filtradas se prepararon
soluciones muestra de trabajo equivalentes a 31,25;
37,50y 62,50 ng/mL respectivamente, diluidascon acido
clorhidrico 0,1 M y corregidasen términosdel volumen
final demetanol.

Solucionesdetrabajo por e método de adicién
estdndar: se adicioné diferentes volumenes de la
disolucién patrén a varias alicuotas de la muestra del
mismo tamafio (20 ng/mL) y secorrigieron entérminos
del volumen final de metanol, después cadadisolucién
sediluydy llevé aun volumen fijo (25 mL) con acido
clorhidrico 0,1 M paraobtener 0, 20, 40, 60y 80 no/mL
de AZ patrén respectivamente.

Optimizacién delospar ametros

Deteccidn. El equipo espectrofotométrico secaibroé
delamanerausua recomendada por € fabricante. La
longitud de onda maxima de absorcién del AZ se
determind, por separado, en metanol y solucion de
acido clorhidrico 0,1 M y luego se comparé con los
datos reportados por Al-Obaid y Mian (1991). La
longitud de onda analitica se determiné usando una
de las soluciones patrones de trabgjo.

Composiciéon del sistema de transporte. La
viabilidad de varios disolventes acuosos, a diferentes
pH, se estudiaron como medios de transporte del
analito. Inyeccién. Lavdvulasegird 60°, en el momento
delainyeccion, y seregresd asu posicioninicial antes
dequeel picollegaraalalineabase.
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Flujo continuo. Consistié en bombear
continuamente un solvente cargador y la disolucién
muestra, antes de la inyeccién. En ocasiones, con €l
findeahorrar muestray lavar lostubosentreinyeccion
einyeccion seutilizd un sistemamanual deinterrupcién
deflujo (are-muestra-aire).

Longitud del buclede muestra (loop). Seensayaron
longitudes entre 25 y 100 cm utilizando un microtubo
(1 mL/0,15 cm). Velocidad de flujo. El efecto de la
velocidad de flujo se midié en términos del caudal de
flujo por rodillo, tanto parael solvente portador, como
paralamuestra, entre4y 16 mL/min/rodillo.

Reduccién delapulsacién generadapor labomba
peristaltica. Los autores disefiaron un sistema para
compensar las pulsaciones antes de que el flujo
ingresaraalavavuladeinyeccion. El sistemaconsistio
en conectar ala manguera portadoradel solvente una
llaveenformade“T” paraacoplar una jeringa(3 mL
de capacidad) en una de las bocas de la llave con la
finalidad delograr atenuar lafuerzadelapulsacién en
lajeringa, lacua se mantuvo cerradagraciasa vacio
generado enlamisma(Fig. 2).

Figura 2. Esquema del sistema de flujo continuo

&
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EC = equipo computadorizado, Det = detector, C = celda de flujo, D =
desecho, V = vélvula, J = jeringas, BP = bomba peristaltica, M =
muestra y SC = solvente cargador.

Procedimiento analitico

Con la finalidad de verificar la eficiencia de la
extraccion directa de AZ en metanol versus otros
métodos de extraccion més rigurosos, se compard el
% de AZ disuelto a partir de las tabl etas pul verizadas
y el % de AZ extraido a partir de las tabletas
pulverizadas con cloroformo. Espectrof otometria UV
convencional fue usada para €l andlisis cuantitativo.

El solvente seleccionado como transportador se
bombed continuamente hasta obtener una linea base
uniforme a 277 nm. Las disoluciones de prueba se
inyectaron periddicamente (30 a 45 segundos) y se
registraron las correspondientes sefiadles del analito.
Para determinar la concentracion de AZ entabletas se
utilizo la curva de calibracién convencional (método
A) obtenida por inyecciones duplicadas (Fig. 3) y por
el método de adicién estandar (método B), obtenida
por inyecciones quintuples (Fig. 4). La precision del

método analitico se determind inyectando, por
separado, dos de las soluciones patrones, para cada
método, durante un periodo continuo de 25 minutos,
en cada caso.

Figura 3. Registro del andlisis por flujo continuo,
método “A”.
]
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Los 5 conjuntos de picos de la izquierda corresponden a inyecciones
por duplicado de patrones de 25, 50, 75, 100 y 125 ng/mL de AZ. Los
conjuntos de picos restantes corresponden a inyecciones repetidas
de una misma muestra.

Figura 3. Registro del andlisis por flujo continuo,
método “B”.
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Los 6 conjuntos de picos corresponden a inyecciones por quintuplicado
de patrones de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 mg/mL de AZ méas una
concentracion fija de la muestra equivalente a 20 ng/mL

RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo inicial de este trabajo fue aplicar un
método por inyeccién en flujo, previamente
desarrollado por los autores [Leon et al, 2001], ala
determinacion de AZ en tabletas. Para adaptar el
referido método, sin embargo, fue necesario llevar a
cabo algunos experimentos preliminaresque ameritaron
lamodificacion de unavariable alavez, manteniendo
constante las demés. Una disolucién de &cido
clorhidrico 0,1 M result6 satisfactoria como corriente
portadoradel analito. Se eligio estadisolucion gracias
ala solubilidad que presenta el AZ en medio &cido.
Las inyecciones se efectuaron rapidamente como un
bolo de liquido sin alterar el flujo de la corriente
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portadora. El volumen de muestra inyectado éptimo
seobtuvo utilizando un microtubo, enformade espiral,
de75cmdelargo, equivaenteaun volumen de500 ..
La reduccion del efecto de las pulsaciones se logré
utilizando cuatro rodillos para la fase movil y dos
rodillos para la toma de muestra. El caudal de flujo
Optimo se alcanzd a 8 mL/min/rodillo. El uso de dos
jeringas en linea permitié disminuir notoriamente el
efecto de las pulsaciones sobre la sefial de respuesta.

La precision entre rachas de los métodos “A” y
“B” fue de no mas de 2%. No obstante, €l coeficiente
de variacion dentro de rachas, para ambos métodos
fue menor o igual a 1,5% (tabla 1), el cua puede
considerarse aceptable en comparacion con otros
reportados para este tipo de andlisis.

Tabla 1. Parametros analiticos

Parametro Método A Método B
Ecuacion de regresion? (a): 0,0002452 0,0094000
Ecuacion de regresion? (b): 0,0004455 0,0004568
Coeficiente de correlacion: 0,9999 0,9992
Desviacion estandar: 0,0002 0,0006
Limite de deteccién (ng/mL): 0,0011 0,011
Intervalo lineal (mg/mL): 25-100 20-100
Precision: n 25 25
media 0,0246 0,0272
cv 1,4% 1,5%
aY=a+bX ; Y = area X = ng/mL

Para el método “A”, se obtuvo una ecuacion de
regresion con una interseccion insignificante y un
coeficiente de correlacion superior a0,999 los cuales
avalaron laobtencion deunalinearectaparaestimar la
concentracion de AZ por interpolacion delacurva. El
uso de laecuacion deregresion condujo aun limitede
deteccion tan bajo como 0,001 ng/mlL (tablal). Larazon
entrelascifrasdelarectaderegresion parad intervalo
lineal proporciond laconcentracion deAZ enlamuestra
problema. El contenido promedio de AZ por tableta,
analizado en 3 productos del mismo lote, se encontro
dentro de los limites establecidos por la USP XXIV
(tabla2).

Para el método “B”, también se consiguié una
ecuacion de regresion con una interseccion
insignificante y un coeficiente de correlacién superior
a0,999 que garantizaron laobtencion de unalinearecta
paraestimar laconcentracion de AZ por extrapolacion
delacurva. El uso delaecuacion deregresion condujo
a un limite de deteccion mayor que para € método
“A”, no obstante, puede considerarse bagjo (tabla 1).
Larazon entrelascifrasdelarectaderegresion parael
intervalo lineal proporciond la concentracion de AZ
enlamuestra problema. El contenido promedio de AZ

por tableta, analizado en 3 productos del mismo lote,
se encontré dentro de los limites establecidos por la
USPXXIV (tabla2).

El andlisis estadistico de | os resultados mediante la
prueba de Mann-Whitney, muestra que no existe una
diferenciasignificativa(a=0,05) entrelas poblaciones
de las dos muestras (métodos). Por lo tanto, no existe
evidencia de que los dos métodos originen resultados
significativamente diferentes (tabla2).

Tabla 2. Resultados y comparacion
estadisticade los métodos
Método

Paradmetros A B
10 (x 10%)?

Contenido de astemizol tedérico (mg/tab)

Contenido de astemizol préactico (mg/tab) 9,73 9,82
% Recuperado 97,3 98,2
N° de ensayos® 3¢ 3
CV dentro de rachas 1,4%

CV entre rachas 2% 1,7%
Prueba Man-Whitney® Método A = Método B
Valor de p esperado 0,5508

Valor de p obtenido 0,5541

Resultado No se puede rechazar a a = 0,05
@ USP XXIV ®3 productos del mismo lote  © 10 réplicas en cada
caso dLas dos muestras proceden de la misma poblacion.

En este estudio, se eligiéo el método de adicion
esténdar gracias a las ventgjas que este ofrece desde
el punto de vista de posibles interferencias que
representan los excipientes. No se aplico extraccion
previadel analito ya que no se observé unadiferencia
significativa entre la disolucién directa del analito en
metanol y laextraccion previacon cloroformo. Entodos
los casos la diferencia fue menor que 1% (n = 3). El
espectro de una solucion patrén se compard con el
espectro de una solucién muestra de tabletas, usando
espectrofotometria UV  convencional, no
observandose diferencia espectral entre uno y otro.
Esteresultado fue uno delosindicativosdelaausencia
deinterferencias por parte de los excipientes (Fig. 5).
Por otraparte, es posibleinferir que éstos no deberian
interferir alalongitud de onda analitica, dado que las
caracteristicas quimicas de los excipientes asi o
indican: lactosa, almidon de maiz, celulosa
microcristalina, amidon pregel atinizado, povidonaK 90,
estearato de magnesio, dioxido de silicio coloidal y
lauril sulfato de sodio [ http://ww.rxlist.com].
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Figura 5. Representacion grafica del
espectro de absorcion de astemizol
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(—) Solucion de AZ patron de 45 ng/mL. (- - -) Solucién muestra de

AZ en tabletas equivalente a 45 ng/mL.

A diferenciadel método descrito por Alwarthany
Al-Obaid (1996), quienes determinaron colorimé-
tricamente AZ usando inyeccion en flujo continuo, el
método desarrollado en este estudio no ameritd
extraccion laboriosay tampoco transformacion previa
del analito. Siendo el AZ soluble en metanol, fue
posibleextraerlo directamentedelamatriz, transformarl o
en el respectivo clorhidrato y luego inyectarlo en la
corriente portadora constituida por &cido clorhidrico
diluido.

Analizando lavelocidad deflujoy el cauda dela
corriente portadora del método propuesto, puede
inferirse que éstos representan una desventaja, no
obstante, se debe considerar que la composicion del
solvente transportador es simple y econémico.

Se propone el método de adicion estandar por
inyeccién en flujo continuo como una aternativa de
andlisis de AZ en tabletas. EI método planteado
constituye un sistema semiautomatico sencillo y
econdmico, que permite llevar a cabo un elevado
nimero de andlisis de rutina. Siendo esta la ventgja
primordial, debe sefialarse que este método facilita el
control continuo de la composicion del producto
farmacéutico (materiaprima, producto semiterminado
y producto final) mientras se va manufacturando y la
evaluacion de la biodisponibilidad in vitro. Los
|aboratorios que diariamente realizan un elevado
nimero de andlisis de rutina podrian lograr la total
automatizacién incorporando un sistema robotizado
gue controle latoma de muestra peri6dicamente.

A pesar de que no se analizaron muestras de AZ
en suspension, no se descarta la aplicacion de ambos
métodos, después de una apropiada extraccion del
andlito.
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