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RESUMEN

Se presentan en este articulo los resultados obtenidos
durante el desarrollo de un método de andlisis para la
determinacidon de dexametasona en inyectables de uso
veterinario asi como los resultados de la validacién del
mismo. El método consiste en una separacién cromato-
grafica en fase inversa empleando como fase mévil una
mezcla de agua - acetonitrilo (65 : 35), una columna C;g
y deteccién espectrofotométrica a 238 nm. El método
validado se aplic6 para la determinacién de dexameta-
sona en un producto del mercado.
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SUMMARY

DETERMINATION OF DEXAMETASONE IN
VETERINARY INYECTIONS BY HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

A reverse high performance liquid chromatography
method was developed for the quantitative assay of de-
xametasone, a glucocorticoide uses as antinflamatory
agent. The method was validated and then applied to the
assay of dexametasone. A C;g column was used and the
detection was performed at 238 nm. A mixture of water
and acetonitrile (65 : 35) was used as the movil phase.
The validated method was applied to the determination
of dexametasone in one marked product.

Key Words: Dexametasone - High performance liquid
chromatography - C18 - UV detection - Development -
Validation.

INTRODUCCION

La dexametasona se emplea en veterinaria principal-
mente por sus propiedades antinflamatorias y antialér-
gicas en especies domésticas y la cetosis bovina (1-4).
La dexametasona ha sido determinada por espectrofoto-
metria (5) al igual que por cromatografia liquida de alta
eficiencia (6-10). En el presente trabajo se presentan los
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resultados obtenidos en el desarrollo y validacién de un
método de analisis para dexametasona por HPLC en fase
inversa, empleando una columna de octadecilsilano y de-
teccion por espectrofotometria ultravioleta a 238 nm (5).

PARTE EXPERIMENTAL

Equipos

Cromatogrifo liquido Waters 510, Integrador Per-
kin Elmer LCI 100, Detector UV Waters Ass. 484,
Inyector Ass U6K, Columna microBondapack 300 x
3.9 mmID, 5 pum, Microjeringa Hamilton de 50 pL,
Equipo de filtracién Milipore.

Reactivos

Dexametasona USP, MeOH HPLC Baker, acetoni-
trilo HPLC Baker, agua HPLC. Otros reactivos RA
empleados fueron : cloroformo, metanol, etanol, icido
acético glacial, propilparabeno, metilparabeno, alcohol
bencilico, HCI, NaOH.

Optimizacion del Sistema Cromatogrdfico

Durante el proceso de seleccién de la fase movil se
prepar6 una solucion concentrada de dexametasona en
etanol y por dilucién de ésta con agua una solucién de
concentracion 20 mcg/mL. Como volumen de inyeccién
se trabajo siempre con 20 puL y deteccion UV a 238 nm.
Las fases moéviles estudiadas asi como los flujos emplea-
dos de cada una se reportan en la Tabla 1. El valor de
atenuacion del integrador se fijé en 128.

Estudios de estabilidad

Muestras de dexametasona se sometieron a reflujo
durante 2 y 10 horas con HCI IN y con NaOH 1N, luego
de lo cual los hidrolizados se emplearon para los estudios
de selectividad por HPLC previa neutralizacién y para
aislar los productos de descomposicion por cromatogra-
fia preparativa en capa delgada. En este ltimo caso las
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Tabla 1. Fases méviles estudiadas para la determinacion
de dexametasona por cromatografia en fase inversa.

No Fase Mévil Composicién Flujo
mL/min

1 75:25 2

2 70: 30 2

3 | Aga: Acetonitrilo 65 :'35 2,15

4 60 :40 2

5 55 :45 15,08

6 45 :55 2

7 Agua:Metanol 40 :60 2,15

8 35 :65 2,15,1

9 30 :70 2

10 Acido fosférico: 70 :30 2

Acetonitrilo
11 60 :40 2
12 Fosfato de potasio 48 :52 2
0.01M: Metanol

fases mdviles mas adecuadas fueron cloroformo : meta-
nol : agua (93.5:6:0.5) para los extractos provenientes
de la hidrélisis acida y cloroformo : 4cido acético glacial
(9:1) para los extractos alcalinos. En estos estudios se
empleod silica gel 60 F-254 como soporte.

Igualmente se estudio la estabilidad de los productos
frente a la luz en envase 4mbar y en envase traslicido.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las diferentes fases méviles que contenian metanol
como modificador organico ofrecieron separacién ade-
cuada entre y con los excipientes que absorben a 238 nm
para cada uno de los dos productos, a excepcién de
aquella que contenia un 70 % de metanol. Las fases
méviles constituidas por acetonitrilo y 4cido fosférico
presentaron baja resolucién mientras que la de fosfato
monopotasico -metanol un tiempo de retencién demasia-
do alto. Los ensayos realizados con mezclas de agua -
acetonitrilo fueron bastante diferentes siendo la propor-
cién 65 : 35 la més adecuada, con ventajas adicionales
sobre las conformadas por metanol desde el punto de
vista de tiempos de retencion y de resolucion (Figura 1).
El flujo 6ptimo se establecié en 1.5 mL/min.

Los tiempos de retencion para la dexametasona con
las fases méviles 1 y 2 fueron demasiado altos, mientras
que con la 4y la 5 no se presentd separacion entre los
excipientes y la dexametasona.
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Producto 1 :

4.02 min : alcohol bencilico

5.48 min : metilparabeno y
‘propilparabeno

7.93 min : dexametasona

548

Producto 2 :
7.51 min : dexametasona

7.94
7.51

4.28

|G LD e

Dexametasona Producto 1 Producto 2

Figura 1. Cromatograma de excipientes adicionados de de-
Xametasona.

El Producto 1 estaba conformado por PEG 400,
alcohol bencilico, metilparabeno, propilparabeno y eta-
nol, mientras que el Producto 2 por propilenglicol, mo-
noetanolamina e isopropanol. Esta fase mévil presentd
resultados igualmente satisfactorios para la separacion
de los productos de descomposicién obtenidos en los
estudios de estabilidad del farmaco.

Validacién de la metodologia analitica

Selectividad. La selectividad del método con la fase
movil 6ptima se analiz6 ademés frente a los productos
de descomposicion obtenidos por hidroélisis dcida, hidré-
lisis alcalina y exposicion a la luz.

Tal como se observa en la Figura 2, no se presentan
interferencias de los productos de descomposicién de
dexametasona obtenidos por hidrélisis bésica ni con los
obtenidos por hidrdlisis acida (Figura 3).

Resultados similares se obtuvieron con los ensayos
de fotélisis realizados sobre el Producto 1 (Figura 4).
En el caso del Producto 2 la descomposicion fue com-
pleta, observandose varias sefiales cromatograficas mas
no la correspondiente a la dexametasona.
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Figura 2. Cromatogramas obtenidos por hidrolisis basica de
la dexametasona (tr : 7.72 min)
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Figura 4. Ensayo de fotolisis del Producto 1

Linealidad. La proporcionalidad en la respuesta
tanto del sistema como del método se verificé con con-
centraciones de dexametasona entre 10 y 50 mcg/mL
Con concentraciones superiores, hasta 100 mcg/mL se
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Figura 3. Cromatogramas obtenidos por hidrolisis dcida de
la dexametasona (tr : 7.73 min)

observé desvio de la linealidad. De cada concentracién
preparada por duplicado se realiz6 doble inyeccion. Las
curvas de calibracion (sistema y método, Producto 1)
ajustadas por minimos cuadrados se representan en la
Figuras 5 y 6. Los valores de la ordenada en ambas
graficas corresponden a los valores experimentales de
area divididos por 1000.
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Figura 5. Curva de calibracion para el sistema.
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Figura 6. Curva de calibracion para el método

En la Tabla 2 se reportan los limites calculados de
acuerdo al error estandar para el intercepto y para la
pendiente en el estudio de linealidad del sistema y en el
estudio de linealidad del método en el caso del Producto
1. Los valores experimentales de t indican convergencia
al origen y un valor de pendiente significativamente di-
ferente de cero.

Tabla 2. Valores de interceptos y pendientes para
linealidad del sistema y del método*

Parametro L. Inferior L. Superior t exp
S |__Intercepto -505716.90 3420.8172 -0.417
Pendiente 313006.59 331081.72 76.97
M1 Intercepto -640385.85 687881.96 0.077
Pendiente 315907.48 344226.24 50.35
M2 Intercepto -148920.72 889859.98 1.541
Pendiente 253084.13 275231.01 51.53

*$ : sistema, M 1 : método Producto 1, M 2 : método Producto 2,

t cal (28, 0.05) : 2.048

Los valores de F experimentales en los ensayos de li-
nealidad del método tanto para cada uno de los dos productos
indican una regresion altamente significativa (Tabla 3).

Precision y Exactitud. La precision para el sistema
y para el método en el Producto 1 se determiné mediante
6 andlisis independientes de dos soluciones diferentes.
Los valores del coeficiente de variacién obtenidos se
situaron entre 0.65y 2.19%.

El estudio de la exactitud del método se realizé a
tres niveles de concentracién y 4 determinaciones inde-
pendientes para cada nivel. Los resultados (Tabla 4)
conducen a un porcentaje de recuperacion promedio de
99.83% y un t calculado de 1.045, inferior al valor de
la tabla (2.201) para una probabilidad o de 0.05, indi-
cando que el método es exacto.

Limites de Cuantificacion. El limite de cuantifica-
cién se estableci6é mediante el método de curva de cali-
bracidn a bajas concentraciones. Los niveles de concen-
tracién se situaron entre 0.75 y 4 mcg/mL y el limite de
cuantificacién calculado fue de 0.2 mcg/mL.

Sélidez. La sélidez del método se establecié de
acuerdo al disefio de Placket Burtman y realizando pe-
quefias variaciones en algunos pardmetros del método
(Tabla 5). Para dos variables se encontré que la diferen-
cia observada para cada nivel (superior e inferior) fue
menor a la diferencia del producto de la desviacion es-
tandar de la precision del método por la raiz cuadrada
de 2 concluyéndose que el método es sdlido frente a las
variaciones realizadas, composicion de la fase mévil y
cambio de analista. El método no resiste cambios en las
otras tres variables.

El método validado se aplic satisfactoriamente a la
determinacién de dexametasona en muestras del Produc-
to 1 tomadas del mercado, sobre muestras de retencion
(ICA) y sobre muestras de retencion del laboratorio fa-
bricante, con diferentes fechas de vencimiento. Los por-
centajes de dexametosana hallados oscilaron entre 89.62
y 99.36% de la cantidad etiquetada, 2 mg/mL.

Tabla 3. Anova de la regresién para linealidad del método*

SC CcM Fexp
Fuente Gl
M1 M2 M1 M2 M1 M2

Regresion 1 6.5366x10'* 4.1868x10" 6.5366x10' 4.1868x10™* 5488.78 7350.31
Error 28 3.3518x10'2 2.0499x10' 1.1971x10"! 7.3214x10'°

Total 29 6.5702x10' 4.2073x10'*

*M1: método producto 1, M2 : método producto 2, F tab (1/28, 0.05) : 4.20
No. 27, 1998
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Tabla 4. Resultados del ensayo de exactitud para el Producto 1.

c . % % %
(mceg/mL) Area Tedrico Encontrado Recuperado

23.87 7903710 80 79.9989 100.00

23.87 7895672 80 79.9170 99.90

23.87 7974682 80 80.7220 100.90

23.87 7894321 80 79.9033 99.88

29.84 9847772 100 99.7962 99.80

29.84 9867482 100 99.9970 100.00

29.84 9870163 100 100.0243 100.02

29.84 9856432 100 99.8845 99.88

35.80 11827433 120 119.9897 99.90

35.80 11643879 120 118.1184 98.43

35.80 11758637 120 119.2887 99.41

35.80 118016332 120 119.7268 99.77
Tabla 5. Influencia de la variacién de algunos parametros en la respuesta

Variable 1 2 3 4 5 6 Diferencia*

Flujo mL/min 1.6 1.6 1.6 1.4 1.4 1.4 364919.16
Temperatura, °C 30 20 20 30 30 20 153974.5
Long. columna, cm |30 15 15 30 15 30 234935.52
Acetonitrilo : Agua |36 : 64 34: 66 36 : 64 34 : 66 34 : 66 36 : 64 48100.90
Analista 1 1 2 2 1 2 14655.09
Area obtenida 13137048 12978237 13004471 13429025 13332023 13453465

* Media limite superior - media limite inferior, desviacién estandar del método x 1.4142 = 135152.8

Conclusiones

Un método de anélisis por HPLC en fase inversa
para la determinacién de dexametasona en inyectables
de uso veterinario fue estandarizado. Durante la etapa
de validaci6n, el método demostré ser preciso, exacto,
lineal, reproducible y selectivo frente a los auxiliares de
formulacién de los dos productos inyectables asi como
frente a los productos de descomposicion obtenidos por
hidrélisis acida, hidrolisis bésica y por exposicién a la
luz. Esta ultima caracteristica, junto con el bajo limite
de cuantificacion obtenido, permiten que el método pue-
da aplicarse en estudios de estabilidad del firmaco y
adecuarse para su determinacién en fluidos bioldgicos.
Igualmente el método podria emplearse en ensayos de
pureza cromatogréfica de la materia prima. En un pré-
ximo articulo se expondrén los resultados obtenidos con
la dexametasona fosfato de sodio.

La formulacién del Producto 2 resulté altamente
inestable por lo cual el estudio para este producto no se
realiz6 completamente.
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