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RESUMEN

Se presentan en este articulo los resultados del desarrollo y validacién de una meto-
dologfa analitica para la cuantificacién de Candesartan Cilexetil en tabletas recu-
biertas para uso humano. El procedimiento consiste en una separacién por croma-
tograffa liquida de alta eficiencia en fase inversa y detector de arreglo de diodos,
empleando como fase mévil una mezcla compuesta por un buffer de acetatos de pH
4,0 y acetonitrilo (30:70), una columna C18 a temperatura ambiente y deteccién a
una longitud de onda de 306 nm. Se comprobd la selectividad, la precisién y la exac-
titud de la metodologfa. Estas caracteristicas junto con su sencillez hacen el método
adecuado y conveniente para el objetivo propuesto. La robustez de la metodologia se
investigo frente a la variacion de algunas de las condiciones cromatogréficas bajo las

cuales se llevé a cabo la validacién.

Palabras clave: Candesartan Cilexetil, cromatografia liquida, deteccién ultravioleta,

arreglo de diodos.
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SUMMARY

Validation of an analytical methodology for the assay of
Candesartan Cilexetil in coated tablets for human use by reverse
phase high performance liquid chromatography

A reverse phase high performance liquid chromatographic method was developed
for the quantitative assay of Candesartan Cilexetil in coated tablets for human use
as hypotensor agent. The method was then validated for its quantitative determina-
tion assay in tablets as pharmaceutical specialties. A C18 column stabilized at room
temperature was used and the detection was performed at 306 nm. A mixture of
acetonitrile, acetate buffer pH 4,0 (30:70) was used as the mobile phase. The method
is selective, linear and shows a good repeatability. The robustness was also studied.
These properties besides the simplicity make the methodology convenient for the

objective proposed.

Key words: Candesartan Cilexetil, reverse high performance liquid chromatography,

UV detection, diode array detector.

INTRODUCCION

El Candesartan Cilexetil es un profirmaco no peptidico utilizado como antihipertensivo de uso
oral. Este se convierte rdpidamente en el firmaco activo, candesartan, por hidrélisis del grupo éster
durante la absorcion en el tracto gastrointestinal inferior [1]. El candesartan es un antagonista de los
receptores de angiotensina II, selectivo paralos receptores AT1, con fuerte unidn y lenta disociaciéon
del receptor. En hipertension, el Candesartan Cilexetil causa la reduccién duradera de la presion

arterial de acuerdo con la dosis. En la figura 1 se presenta su férmula estructural.

Diferentes técnicas de andlisis han sido reportadas por la literatura para la determina-
cién de los antagonistas de los receptores de angiotensina II. Para su determinacién
en fluidos bioldgicos se han empleado técnicas cromatograficas con columnas C18 y
deteccién fluorométrica [2-5]. Stenhoff, Lagerstron y Andersen [6] determinan Can-
desartan Cilexetil en orina por HPLC con una columna feniloy deteccién fluorométrica.
Levi, Wuerzner, Ezan y Pruvost [7], analizan el valsartan y el candesartan en plasmay
muestras de orina por extraccion en fase solida acoplada a espectrometria de masas.
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Figura 1. Férmula estructural del Candesartan Cilexetil [1].

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo y validacién de
un método de andlisis cuantitativo para la determinaciéon de Candesartan Cilexetil en
tabletas recubiertas, por HPLC en fase inversa, empleando una columna de 4,6 x 250
mm con octadecilsilano como fase estacionaria y deteccion por espectrofotometria
ultravioleta a 306 nm.

MATERIALES Y METODOS

Equipos y materiales

Cromatdgrafo liquido Hewlett Packard serie 1050 con detector de arreglo de diodos,
columna Zorbax Stable Bond C18; 5 m de 4,6 x 250 mm, columna Agilent Zorbax
Eclipse XDB-C18; 5 um de 4,6 x 250 mm, guardacolumna Agilent Zorbax Eclipse
XDB-C18;5 umde 1,2 x 4,6 mm, sistema Milli-Q plus de dsmosis reversa, espectro-
fotémetro UV/VIS Perking Elmer Lambda 25, potenciémetro Orion 3 Star, ultraso-
nido UltraSonik 28X, balanza analitica sensibilidad 0,1 mg Sartorius TE214S, estufa
Memmert 25 a 250 °C + 25 °C.

Sustancias y reactivos

Candesartan Cilexetil estindar de referencia de 99,68% Henan Huasbag Pharmaceutical
Co. Ltda., metanol y acetonitrilo HPLC Merck, agua HPLC, acetato de sodio trihidrato
Merck RA, 4cido acético Merck RA, 4dcido clorhidrico 0,1N, hidréxido de sodio 0,1N,

perdxido de hidrégeno 3%. Para la preparacion de la matriz de la muestra se utilizé
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almidén de maiz, celulosa microcristalina PH101, colorante verde ZLT601, Eudragit
E 100%, fécula glicolata sddica, povidona K30, lactosa, magnesio estearato, policera
6000, talco, 6xido de titanio, todos de calidad farmacéutica.

Optimizacion del sistema cromatogréfico

Para la estandarizaciéon de la metodologia analitica se realizaron varios y diferentes
ensayos en procura de obtener las mejores condiciones cromatogréficas para la deter-
minacién del Candesartan Cilexetil, objeto del estudio. Como punto de partida, se
tomaron las condiciones cromatograficas reportadas en la publicacién de Gonzailez,
Alonso y Jiménez [5], con ligeras modificaciones debido al material disponible. Bajo
las condiciones en dicha publicacién y utilizando una columna C18, se encontré un
tiempo de retencion de 16,4 minutos, considerado elevado. Bajo las condiciones opti-
mizadas se obtuvo un tiempo de retencién para el candesartan de 3,35 minutos.

Pariametros de idoneidad del sistema

Como paso previo al proceso de validacion, se verificé experimentalmente la idoneidad
del sistema analitico, utilizando el sistema cromatografico optimizado. Como pardme-
tros de idoneidad, se evaluaron la precisidn, el factor de capacidad, el nimero de pla-
tos tedricos y el factor de asimetria. Los valores hallados satisfacen los requerimientos
generalmente aceptados (tabla 1). El factor de capacidad se calculd con referencia al
tiempo de retencién del uracilo, 1,22 minutos.

Tabla 1. Pardmetros de aceptacidn del sistema cromatografico.

Pardmetro Candesartan Especificacion
Tiempo de retencién 3,35 .
Repetibilidad CV 0,35% <2%
Factor de capacidad 1,75 2-10
Numero de platos 5.016 > 800
FAS al 5% 1,09 < 1,5%

RESULTADOS Y DISCUSION

En la seleccién de la fase mévil y utilizando diferentes combinaciones de esta desde el
punto de vista cualitativo como cuantitativo, diferentes flujos, diferente temperatura y
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diferentes volimenes de inyeccidn, se obtuvieron resultados variables con cada una de
ellas. Los resultados se analizaron principalmente desde tres puntos de vista: selectivi-
dad, simetria de las sefales y tiempo de corrida.

Mediante modificaciones de la fase mévil reportada [5], se obtuvo un tiempo de reten-
ci6n aproximado de 3,35 minutos. Esta nueva fase estaba compuesta por una mezcla
de acetonitrilo y un buffer de acetatos de pH 4,0 en proporcién 70:30, a temperatura
ambiente. En el estudio del espectro de absorcién del candesartan se encontraron tres
méximos de absorcién, 210, 257 y 306 nm. Los mejores resultados se encontraron a
306 nm, longitud de onda seleccionada para llevar a cabo la validacién de la metodo-
logia. El flujo de fase movil se establecié en 2,0 mL/min y 20 uL como volumen de
inyeccion.

De acuerdo con los diferentes ensayos realizados, se establecieron para la validacion las
siguientes condiciones cromatogréficas (véase tabla 2).

Tabla 2. Condiciones cromatograficas para el analisis del candesartan.

Paridmetro Valor
Fase mévil Acetonitrilo-Buffer pH 4,0 (30:70)
Flujo fase mévil 2 mL/min
Columna Zorbax C18 StableBond
Temperatura columna 25°C
Longitud de onda 306 nm
Volumen de inyeccién 20uL

En la figura 2 se presenta el cromatograma obtenido bajo las condiciones cromatogra-
ficas establecidas en la tabla 1.

Como diluentes para estindares y muestras se ensayaron diferentes proporciones de
buffer de pH 4,0 y acetonitrilo en proporciones 70:30, 25:75 y 5:95, respectivamente.
La proporcién 5:95 se seleccioné como mezcla diluente.

Validacién de la metodologia analitica

La validacién de la metodologia analitica se llevé a cabo de acuerdo con los delinea-
mientos establecidos por la usp [8] y por la 1cH [9].
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Figura 2. Cromatograma representativo del Candesartan Cilexetil.

Selectividad

Inicialmente, para establecer la selectividad del método, se analizaron los diferentes
componentes de la fase mévil y del diluente, asi como los componentes de la matriz de
la muestra o auxiliares de formulacién. No se observé ningun tipo de interferencia.

Por otra parte, para verificar la selectividad, el estandar de trabajo se someti6 a dife-
rentes y variadas condiciones de degradacién forzada. Estas degradaciones se llevaron
a cabo con reflujo y sin reflujo durante 1, 4 y 8 horas mediante fotdlisis con radiacién
UV, hidrdlisis 4cida con HCI 0,1N, hidrélisis basica con NaOH 0,1N, hidrélisis neu-
tra con agua y oxidacién con perdxido de hidrégeno al 3%. Ademas, se realizé una
degradacion térmica a 50 y 70 °C durante diez dias, asi como una degradacién por
fotélisis 2 200 y a 1.000 Wh/m? [10].
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Los cromatogramas resultantes de tres inyecciones de cada degradacion se confronta-
ron con el cromatograma del estandar de Candesartan Cilexetil.

No se observé degradacion del candesartan por fotélisis ni a 200 ni a 1.000 Wh/m?,
mientras que por termolisis a 70 °C se observé una ligera degradacién, equivalente a un
3%, aproximadamente.

Por hidrélisis con agua sin reflujo y durante ocho horas, se observé una degradacién
aproximada de 76,5%. Sin embargo, en el cromatograma no se observan sefiales diferen-
tes a la del candesartan a ninguno de los tres tiempos de hidrélisis. Mediante el empleo
de reflujo, la degradacién aumenta considerablemente hasta llegar a la desaparicion de
la sefial del candesartan. En este tltimo caso, se observa a las 4 horas de reflujo, una
senal a 1,14 minutos y a las 8 horas, dos sefiales bien diferenciada, a 1,14 (compuesto
A) ya 1,83 (compuesto B) minutos, sefiales que no interfieren con la senal del candes-
artan. Estos resultados estdn de acuerdo con lo reportado en la literatura [11, 12]. En
la degradacion por ocho horas sin reflujo, se observa el producto de descomposicion A
con un tiempo de retencién 1,1 minutos. En todos los casos, la comparacién de espec-
tros y los graficos de pureza indican la pureza de la senal presentada por el candesartan,
lo cual confirma la selectividad de la metodologia. Igualmente se puede concluir que el
aumento de la temperatura favorece la degradacién del candesartan.

En la figura 3 se presenta el cromatograma obtenido luego de la hidrélisis acida por
ocho horas y sin reflujo.

En la tabla 3 se presenta un resumen de los procesos de degradacién y de los resultados
obtenidos.

Linealidad del sistema y del método

De acuerdo con los lineamientos de la 1cH [9], la proporcionalidad en la respuesta
para el Candesartan Cilexetil se verificé para cinco concentraciones, correspondientes
20,08,0,09,0,10,0,11y 0,12 mg/mL de Candesartan Cilexetil. Para el método se estu-
diaron los mismos niveles de concentracién, alcanzados mediante pesada y dilucién
de muestras placebos adicionadas de Candesartan Cilexetil de acuerdo con la compo-
sicién cualitativa y cuantitativa de las tabletas. Se trabajaron tres réplicas, tanto para el
sistema como para el método. Dentro de los rangos de concentracién estudiados, tanto
para el sistema como para el método, se observé un comportamiento lineal.

Como ecuaciones para las rectas de rcgresién, cinco concentraciones, tres réplicas, se
encontrd para el sistema y para el método las regresiones siguientes:
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Figura 3. Cromatograma para Candesartan Cilexetil por hidrélisis 4cida por ocho horas, sin reflujo.

Tabla 3. Resultados de los estudios de degradacién del Candesartan Cilexetil.

Deeradacién Reflujo a ocho Tiempo de retencidn (tr) del Porcentaje de
& horas producto de degradacién degradacién
- N/A 76,4%
Hidrélisis neutra
+ A (1,14 min) - B (1,84 min) 100%
- A (1,11 min) - B (1,87 min) 49,56%
Hidrélisis dcida
+ A (1,10 min) - B (1,87 min) 100%
; A (1,10 min) 100%
Hidrdlisis basica
+ A (1,11 min) 100%
- A (1,14 min) 60,86%
Oxidacién
+ A (1,14 min) 100%
Fotolisis N/A N/A 0%
Termlisis a 70 °C N/A No detectables 3%
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Sistema: y = 5654,789 x - 33,436 r=0,9985
Método: y = 5409,237 x - 8,782 r=0,9978

La prueba de ¢ para el sistema indicé un intercepto significativamente diferente de
cero y un intercepto no significativo para el método. El primer resultado no afecta,
sin embargo, la exactitud de la metodologia, como se indicard mas adelante. Para el
sistema y el método se encontré una pendiente significativamente diferente de cero. De
acuerdo con el test de F, se demostr6 una regresion significativa para el sistema y para el
método. El mismo test indicé para el sistema un desvio de la linealidad no significativo
(Fcal > Frab) y para el método un desvio significativo (Fcal < Ftab), contrario a lo espe-
rado. Sin embargo, en algunos casos, el desvio puede obedecer a otras causas diferentes
ala falta de linealidad. En estos casos se debe proceder a un analisis de los residuos. Las
gréficas obtenidas demostraron una distribucién aleatoria de los residuos y una distri-
bucién normal de los mismos. Por otra parte, la normalidad de los residuos se demostré
mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov (& = 0,05). Este comportamiento de
los residuos permite demostrar la linealidad de los datos obtenidos. El andlisis esta-
distico se presenta en la tabla 4, al igual que los limites superior (LS) e inferior (LI),
calculados de acuerdo con el error estandar para el intercepto y para la pendiente en el
estudio de linealidad del sistema y en el estudio de linealidad del método.

Tabla 4. Resultados para la linealidad.

Sistema Método

Prueba | Pariametro
t LS LI t LS LI

Intercepto -3,894 | -14,886 | -51,985 -0,870 13,013 -30,577

t Pendiente 66,515 | 5838,457 | 5471,122 | 54,152 | 5625,040 | 5193,434

Coef. Deter. 0,9971 0,9956
Regresion 4224221 293242
Fcal
Desvio 2,38 7,01

£tab (13,0,05): 2,160, 'F tab (1/13) = 4,67, F tab (3/10) = 3,71.
SC residuales: sistema 281,88, método 389,14.

En las figuras 4 y 5 se representan las curvas de calibracion obtenidas, luego del ajuste
por minimos cuadrados, en el ensayo de linealidad del sistema y del método, respecti-
vamente. Este tipo de ajuste estd soportado por demostracién de la homogeneidad de
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. . . ./ 7 M
varianzas para los cinco niveles de concentracion, la cual se llevé a cabo mediante una
prueba G de Cochran para el sistema y método.

Sistema curva de regresion ajustada

700
600 | y=5654,8x - 33,436
R*=0,9971
g
E 500t
400 |
300 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Figura 4. Representacion gréfica de los resultados obtenidos en la linealidad del sistema.

Meétodo curva de regresion ajustada
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g
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Figura 5. Representacion gréfica de los resultados obtenidos en la linealidad del método.
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Precision del sistema y del método

Mediante los resultados obtenidos a nivel de repetibilidad para el sistema instrumen-
tal, se obtuvo un coeficiente de variacién de 0,46%, el cual es inferior a 2%, porcentaje
de variacién recomendado para este tipo de técnica. La precisién se evalu6 para una
concentracién del 100%, equivalente a 0,10 mg/mL y seis réplicas, uno de los proce-
dimientos recomendados por la 1cH [9]. La precisién del método bajo condiciones de
repetibilidad se evalud para tres niveles de concentracién equivalentes al 80%, 100% y
120%, las cuales corresponden a 0,08, 0,10 y 0,12 mg/mL. Cada nivel de concentracién
se estudio por triplicado. Los factores de respuesta para los nueve ensayos presentaron
un coeficiente de variacién de 0,89%, valor aceptable de acuerdo con la literatura [9,
13]. La precisién del método a nivel de precision intermedia se evalud entre dias (tres
dfas) y entre analistas (dos analistas), para una concentracién equivalente al 100 %. Se
hall6 un valor de 1,17% (inferior a 2%) para el coeficiente de variacién global para la
totalidad de las respuestas obtenidas.

El anélisis de varianza de los datos obtenidos indica diferencias no significativas entre
analistas, dias y réplicas.

Exactitud

La evaluaciéon de este parametro se determiné mediante el porcentaje de recuperacion
)

proveniente de placebos enriquecidos con Candesartan Cilexetil a niveles de concen-

tracién correspondientes al 80%, 100% y 120%, tres replicas por nivel.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos se encuentran en un intervalo del 99,29%
al 101,65%. El coeficiente de variacidn en los tres niveles de concentracién es de 1,27%.
Como valor de G experimental, obtenido a partir de los resultados de recuperacion
para cada nivel, se obtuvo un valor de 0,4705. Este valor es menor que el valor de G de
la tabla (0,8709) para una probabilidad de error de 5% (& = 0,05, K = 3, n = 3), con
lo cual se puede concluir que las varianzas son homogéneas. El valor del # experimen-
tal observado (0,265), menor que el # tabulado (2,306) para a = 0,05 y n-1 grados de
libertad, confirma la exactitud del método y una recuperacion no significativamente
diferente de 100%.

Robustez

La robustez de la metodologia se analizd realizando variaciones en pardmetros del
método relacionados con el flujo de fase mévil, temperatura de la columna, volumen de
inyeccién, columna, pH, porcentaje de acetonitrilo y longitud de onda. Como disefio
experimental se seleccioné el disefio de Youden [14], disenio simplificado con el cual se
analizan siete factores mediante la realizacidon de ocho ensayos. En la tabla 5 se reportan
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los valores nominales para los anteriores pardmetros, los nuevos valores o valores alter-
nativos y los valores de las diferencias encontradas para los ocho ensayos, calculados
como la diferencia entre la media de los valores de drea cuando el factor de interés se
encontraba en uno u otro nivel.

Tabla 5. Niveles de los factores para el estudio de robustez.

Factor Valor nominal Valor alternativo Diferencia

Flujo fase mévil 2,0 mL/min 1,5 mL/min 278,23
Temperatura columna 25°C 40°C 56,53
Volumen de inyeccién 20uL 10uL 617,27
Columna Zorbax C18 StableBond Eclipse XDB 296,45

pH 4,0 3.8 103,32

Porcentaje acetonitrilo 30% 25% 146,42

Longitud de onda 306 nm 257 nm 951

Valor de referencia: 1,4142 x 46,95 = 66,40.

Cada experimento se llevé a cabo por triplicado, promediando luego los valores de drea
obtenidos. Los experimentos se hicieron de manera aleatoria.

Se observa que para todos los factores, excepto la temperatura de la columna, la dife-
rencia entre la media de las dreas obtenidas cuando el pardmetro se encontraba en el
nivel nominal o estandarizado y la media de las 4reas obtenidas cuando se encontraba
en el nivel alternativo o nuevo valor fue mayor de 66,40, valor que corresponde a la
diferencia del producto de la desviacion estdndar de la precision del método por la raiz
cuadrada de 2 [15]. Lo anterior demuestra que todos los factores son criticos, a excep-
cién de la temperatura de la columna, factores que requieren especial atencion durante
la aplicacién de la metodologia en anélisis de rutina.

CONCLUSIONES

Se estandarizé una metodologia analitica por HPLC en fase inversa para la determi-
nacién de Candesartan Cilexetil en tabletas recubiertas para uso humano. Durante la
etapa de validacion, la metodologia demostrd ser precisa, lineal, reproducible y selec-
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tiva frente a los auxiliares de formulacién, a los componentes de la fase mévil, asi como
frente a los productos de descomposicién obtenidos por hidrélisis neutra, hidrélisis
4cida, hidrélisis alcalina, temperatura y oxidacién con perdxido de hidrégeno. Estas
caracteristicas la hacen adecuada y confiable para el objetivo propuesto. Ademds de
ello, la metodologia presentada es sencilla, répida en su ejecucion y se lleva a cabo con
instrumental y materiales de uso corriente y disponible en la mayorfa de los laborato-
rios de control de calidad de productos farmacéuticos. La selectividad y la pureza de la
sefial encontrada, permite la aplicacién de la metodologia para estudios de estabilidad
de la formulacién.
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