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Pioglitazone hydrochloride a
instrumental analytical perspective by
Raman spectroscopy and HPLC

ABSTRACT

Introduction. The thiazolidinediones (pioglitazone) in-
creases the action of insulin and produces the glycemic
control in the patients with type 2 diabetes mellitus. Also,
the pharmacological effect may be affected by the purity and
pioglitazone plasma concentration. Therefore, the instru-
mental techniques offer a tool for characterization, identifi-
cation and/or quantification of the pioglitazone; Raman
spectroscopy offers several advantages due to its easy appli-
cation methodology and structural analysis and the HPLC
technique is the gold standard vs. other qualitative and
quantitative techniques. Objective. The aim of this work is
to develop and validate analytical techniques for the charac-
terization of pioglitazone hydrochloride by Raman spectros-
copy and quantitative analysis in human plasma by HPLC.
Material and methods. The pioglitazone hydrochloride
was analyzed by Raman spectroscopy with a 678 mW power
and 3 integration time seconds. The analytical method for
quantification by HPLC was validated with the guide-
lines of the NOM-177SSA1-1998. Results. The Raman
technique allowed us to elucidate the functional groups of
the pioglitazone hydrochloride and the HPLC technique was
linear, accurate, precise, specific and sensitive in the range
of 30 to 2,000 ng/mL under the chromatographic conditions
specified. Conclusions. The structure analysis by Raman
spectroscopy allowed us a complete characterization of the
functional groups of pioglitazone hydrochloride effectively
and non-destructively. Likewise, the analytical technique for
the pioglitazone hydrochloride quantification by HPLC was
linear, accurate, precise and sensitive in the range of 30 to
2,000 ng/mL under the guidelines.

Key words. Pioglitazone. Characterization. Raman. HPLC.
Quantification.

RESUMEN

Introduccion. La pioglitazona incrementa la accién de la in-
sulina, por ello disminuye la insulinorresistencia en la diabe-
tes mellitus tipo 2. Asimismo, la pureza y la concentracién
plasmaética de la pioglitazona modifican el efecto farmacolégi-
co; las técnicas instrumentales ofrecen caracterizacién, identi-
ficacién y/o cuantificacién de estas moléculas farmacolégicas.
La espectroscopia Raman es de facil metodologia y aplicaciéon
en el andlisis estructural y el HPLC representa el estandar de
oro entre muchas técnicas cualitativas y cuantitativas. Obje-
tivo. Desarrollar y validar las técnicas por espectroscopia Ra-
man y HPLC para la caracterizaciéon del clorhidrato de
pioglitazona. Material y métodos. Se analizé el clorhidrato
de pioglitazona por espectroscopia Raman bajo una potencia de
678 mW y un tiempo de integracién de 3 s; asimismo, la técnica
por HPLC se valid6 bajo los lineamientos de la NOM-
177SSA1-1998. Resultados. La espectroscopia Raman per-
mitié dilucidar los grupos funcionales de la molécula de
clorhidrato de pioglitazona sin extraccién de la muestra; sin
embargo, no demostré ser lineal, exacta y precisa en un rango
de 30 a 2,000 ng/mL. El anéalisis HPLC fue lineal, exacto, pre-
ciso, sensible, selectivo y robusto en un rango de 30 a 2,000
ng/mL. Conclusiones. La espectroscopia Raman permitié
una completa caracterizacién de los grupos funcionales de
manera eficaz y no destructiva, no asi un analisis cuantitati-
vo; asimismo, la técnica analitica por HPLC demostré ser li-
neal, exacta, precisa, sensible, selectiva y robusta en un rango
de 30 a 2,000 ng/mL permitiéndonos hacer un confiable anéli-
sis cuantitativo de clorhidrato de pioglitazona.

Palabras clave. Tiazolidinedionas. Pioglitazona. Raman.
HPLC. Cuantificacion.
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INTRODUCCION

Los hipoglucemiantes orales son un grupo muy
heterogéneo de compuestos que se han clasificado
con base en su mecanismo de accién, uno de los gru-
pos mas importantes en la actualidad son las tiazoli-
dinedionas.!

Hoy dia se cuenta con dos compuestos aprobados
de este grupo para ser prescritos en Estados Unidos de
América: maleato de rosiglitazona (Avandia™) y el
clorhidrato de pioglitazona (Actos®); anteriormente
se contaba con una tercera tiazolidinediona, la
Troglitazona™; sin embargo, fue retirada del mer-
cado por presentar hepatotoxicidad.?

Tanto la pioglitazona como la rosiglitazona son
utilizadas en el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo 2, y también esta aprobada su administracién
en pre-diabéticos y en personas prescritas con sin-
drome metabélico.?3

Bioquimicamente las tiazolidinedionas se caracte-
rizan por incrementar la accién de la insulina sin
necesidad de aumentar la produccién de ésta, es por
eso que son indispensables como tratamiento una
vez que se ha desarrollado una insulinorresistencia
para disminuir los niveles de glucemia.? Caracteri-
zar, identificar y cuantificar estos compuestos far-
macolbgicos, ya sean puros o en diversos medios,
incluyendo a aquellos de caracter biolégico, puede
llevarse a cabo por diversas técnicas, como cromato-
grafia y espectroscopia. Una de las herramientas es-
pectroscoépicas es la técnica Raman, como base de las
espectroscopias vibracionales mas importantes, pues
proporciona caracteristicas fundamentales que pue-
den ser empleadas para elucidar estructuras a nivel
molecular. En general, la técnica Raman es mejor en
vibraciones simétricas de grupos no polares, mien-
tras que el infrarrojo (IR) es mejor en vibraciones
asimétricas de grupos polares.*

La espectroscopia Raman se basa en un evento de
dispersion inelastica de dos fotones de luz, donde el
fotén incidente sobre la materia es de mayor energia
que la energia vibracional cuantica. Al incidir el fo-
tén pierde parte de su energia, lo que produce una
vibracién molecular, mientras que el resto de la
energia dispersa se encuentra en un fotén con fre-
cuencia reducida. La tecnologia Raman presenta
puntos favorables, pues no requiere preparacién de
muestras liquidas, s6lidas o gaseosas; asimismo, la
caracterizacion de espectrogramas es posible aun en
modos de baja frecuencia. Permite analisis cuantita-
tivos y caracterizacién de muestras en soluciones
acuosas sin tratamiento, pues el agua no interfiere
en las lecturas de los espectrogramas.*

La espectroscopia Raman estudia modos de baja
frecuencia y se basa en los fenémenos de dispersién
inelastica de la luz monocromatica. En este fenéme-
no, la interaccién con fotones u otras excitaciones
en el sistema provocan que la energia de los fotones
del laser experimenten un desplazamiento de ener-
gia, mismos que proporcionan informacién sobre los
modos del fotén en el sistema. En este contexto, en
la dispersién Raleigh las moléculas dispersan la luz
sin cambios en la frecuencia de los fotones no asi en
el efecto Raman, donde la radiacién dispersada difie-
re ligeramente de la incidente (choque inelastico).?

El resultado de esta interaccion es la alteracién
de los niveles vibracionales y/o rotacionales de la
molécula, es asi como la modificacién en la energia
de la molécula m AE se refleja en las diferentes fre-
cuencias del fotén incidente iv y el dispersado d v:

(1) mid AE = hv - hv

Cuando la molécula gana energia, mAE es positi-
va y dv es menor que iv originando las lineas de
Stokes en el espectro Raman. Cuando pierde ener-
gia, mAE es negativa y dv es mayor que iv dando
lugar a las lineas anti-Stokes en el espectro Raman.
Asi, la cantidad del cambio de polarizabilidad deter-
minara la intensidad de dispersién Raman en un pa-
trén de frecuencias de desplazamiento expresado por
el nimero de ondas (unidades de longitud reciproca)
en el espectro Raman.

Existen maneras de convertir entre longitud de
onda del espectro y nimero de ondas de desplaza-
miento en el espectro Raman; por ejemplo, utilizan-
do la férmula

) [ L]
Au= g, %,

Donde:

Aw es el desplazamiento de Raman expresado
en nimero de ondas.

A, es la longitud de onda de excitacion.

A, es la longitud de onda del espectro de Raman.

Las unidades elegidas para expresar el nimero de
ondas en el espectro de Raman es el centimetro reci-
proco (cm'1).?

En otro contexto, la cromatografia de liquidos de
alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés) es la
técnica analitica més utilizada con respecto a otras
técnicas de medicién; ésta debe su popularidad a su
sensibilidad, su facil adaptacién, a las determinacio-
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nes cuantitativas exactas, a su idoneidad para la se-
paracion de especies no volatiles o termolabiles, ademas
de su aplicabilidad en muchos campos de la ciencia.®

En cromatografia de liquidos los compuestos elu-
yen por la interaccién de la fase estacionaria (co-
lumna empaquetada) con una fase mévil de
composicién constante (isocratica) o variable (gra-
diente). Cada compuesto migra con una velocidad di-
ferente, resultando en una relacién de elucién mas
rapida o mas lenta.®

La elucién isocratica es la més utilizada para la
separacion de los compuestos y puede describirse uti-
lizando las siguientes ecuaciones.

Tiempo de retencién es el tiempo de elucién carac-
teristico para cada compuesto bajo condiciones con-
troladas y constantes, habla de la huella digital del
compuesto.

3) tg =t, e K+t
Donde:

tg: corresponde al tiempo de retencion del analito.
t,. es el tiempo muerto.
k’: es el factor de capacidad.

Dicho factor de capacidad relaciona el equilibrio
de distribucién de la muestra dentro de la columna
con las propiedades termodinamicas de la columna
y con la temperatura. Para un conjunto dado de
parametros de operacién, k es una medida del tiempo
transcurrido en la fase estacionaria en relaci6n con
el tiempo transcurrido en fase mévil.

(4) k, — (tR - to)
1:0

Otro parametro es el factor de resolucién que in-
dica la calidad de una separacién, como una medida
numérica de la separacion entre dos compuestos y es
representado por R_:

(5) R - 2(t,—ty)
P (W + W)

Donde:

tgl y tz2: son los tiempos de retencion de dos
compuestos independientes; asimismo, la W, re-
presenta el ancho de banda de estos picos.

La separacién es importante; sin embargo, la de-
teccién de los compuestos separados es igualmente

importante, ya que la definicién de respuesta del de-
tector depende de la sensibilidad del detector a la
masa o la concentraciéon. Para los detectores sensi-
bles a la concentracién la respuesta (R) viene dada
por la siguiente relacién:

heweF

©) R= DN

Donde:

s: es la velocidad de registro en em/min.
M: es la masa de soluto inyectada, en ng (puede

ir de ug a pg).
F: es el flujo, en mL/min.

La técnica cromatografica es ampliamente utilizada
en andlisis cuantitativo y cualitativo; sin embargo,
no es la técnica ideal para dilucidar estructuras qui-
micas como la espectroscopia Raman, ambas técni-
cas pueden ser complementarias, ya que la
tecnologia Raman no sélo permite dilucidar grupos
funcionales, sino también es capaz de medir e inferir
el grado de polimorfismo quimico’ y la técnica por
HPLC es un estandar de oro para el analisis cuanti-
tativo.

Actualmente la espectroscopia Raman se utiliza
para caracterizar tumores malignos y benignos,®® para
identificaciéon y caracterizacién de comunidades
microbianas.!? También se utiliza en diversos secto-
res, en medicina se ha aplicado en el anélisis de teji-
dos y células; en la industria petroquimica, esta
técnica se utiliza para control de calidad de polime-
ros y emulsiones. La aplicacién de la espectroscopia
Raman muestra ser efectiva en distintas areas y en
condiciones adecuadas puede permitir la identifica-
cién y caracterizaciéon de multiples compuestos.?11

Con base en las ventajas que ofrecen ambas técni-
cas se planted el andlisis de la estructura del clorhi-
drato de pioglitazona por Raman y la validacién de
la técnica analitica para cuantificacién por HPLC.

MATERIAL Y METODOS
Muestras

e Parte 1. Analisis estructural por espectroscopia
RAMAN de clorhidrato de pioglitazona.

Se analiz6 por triplicado un estandar de grado
HPLC de clorhidrato de pioglitazona en estado sdli-
do por espectroscopia Raman bajo una potencia con-
trolada de 678 mW y un tiempo de integracion de 3 s
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Figura 1. A. Espectrograma y estructura
molecular del clorhidrato de pioglitazona diluci-
dado por espectroscopia Raman. B. Estructura
quimica completa de clorhidrato de pioglitazona.
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en un equipo marca Ocean Optics® modelo
QE65000. Este equipo cuenta con: un conector de
fibra 6ptica SMA 905, una fuente de luz laser a una
longitud de onda de 786 nm y con una potencia de
499 nW, un detector Hamamatsu S7031-1006 de alta
sensibilidad, un detector gamma con un rango de
200 hasta 1,100 nm y un software Spectra Suite®
para el procesamiento de las senales.

Se prepararon soluciones para los diferentes ensa-
yos partiendo de una solucién madre de clorhidrato
de pioglitazona de 62,500 ng/mL en agua tridestila-
da, a partir de la solucién madre se tomaron los vo-
lamenes necesarios para preparar las diluciones en
un rango de 30 a 2,000 ng/mL como curva de cali-
bracién y 50, 1,000, 1,900 ng/mL para los puntos
control de calidad (PC). Las muestras se prepararon
con plasma humano correspondiente a la mezcla de
seis donadores y se fortificaron con soluciones
de pioglitazona hasta alcanzar los 500 wL de volu-
men total con base en la férmula 7.

(7) V.C
V., = 1-1
2 02

Se determinaron los parametros de selectividad,
linealidad, recobro absoluto, precisién y exactitud
(intradia e interdia), sensibilidad, selectividad y ro-
bustez bajo la NOM-177SSA-1998.2% Para el caso
de la espectroscopia Raman no se realiz6 extrac-
cién de la muestra, ya que se parti6 de la premisa
marcada por autores como Larkin (2007); la tecno-
logia Raman permite anélisis cuantitativos y carac-
terizacién de muestras en soluciones acuosas sin la

necesidad de un tratamiento de extraccién del anali-
to, pues el agua y otros componentes no interfieren
en las lecturas de los espectrogramas.

* Parte 2. Validacién del método analitico para
anélisis cuantitativo.

La preparacién de muestras para validacién
HPLC, de la misma manera que en la espectrosco-
pia Raman, consisti6 en una solucién madre de
clorhidrato de pioglitazona de 62,500 ng/mL en
agua tridestilada, a partir de la solucién madre se
tomaron los volimenes necesarios para preparar
las diluciones en un rango de 30 a 2,000 ng/mL
como curva de calibracién y 50, 1,000, 1,900
ng/mL para los puntos control de calidad (PC).
Las muestras se prepararon con plasma humano
correspondiente a la mezcla de seis donadores y se
fortificaron con soluciones de pioglitazona en un
volumen constante, éste representa 5% de 500 uL
(volumen total) con base en la formula 7.

La extraccién del clorhidrato de pioglitazona del
plasma humano para el analisis por HPLC se reali-
z6 por medio de extraccién liquido-liquido con ace-
tato de etilo. La fase organica después de agitacion
se llevé a sequedad bajo corriente de N2 para final-
mente reconstituirse con 400 uL de fase mévil. La
cuantificaciéon de la pioglitazona fue en un HPLC
(Agilent serie 1100), con una columna de fase re-
versa Zorbax SB-C18, 3.5 um, 4.6 x 250 mm (Agi-
lent) y fase movil agua/acetonitrilo 50:50 V/V mas
1 mL de acido acético por cada 900 mL de fase mo6-
vil; un flujo de 1.2 mL/min y un detector uv/vis a
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una longitud de onda de 269 nm. El volumen de in-
yeccién fue de 100 pL a 22 °C, con tiempo de
corrida de 3 min.

Los parametros de validacién del método analiti-
co para ambas técnicas instrumentales se realizé de
acuerdo con la NOM-177-SSA1-1998 e incluy6 los
parametros de selectividad, linealidad, recobro abso-
luto, precisién y exactitud (intradia e interdia), sen-
sibilidad (limite de cuantificacién y limite de
deteccion) y estabilidad de las muestras (estabilidad
a largo plazo y en ciclos de congelacién).

RESULTADOS

El espectrograma del clorhidrato de pioglitazona
(Figura 1) presenta picos situados en 606.73 cm™' y
en 2070.39 cm!, en 875.92 cm™! con una intensidad
fuerte, en 1070.13 cm™! con intensidad media-débil,
en 1,210 cm! y 1,248.07 cm'!, en 1311.22 cm! y
1447.14 cm™! con intensidad media, otros picos se si-
tian en 1,615.06 cm™! con una intensidad fuerte y,
por altimo, un pico en 1,745.49 cm™! con intensidad
media. Los picos corresponden a los grupos mas re-
presentativos de las tiazolidinedionas mismos que se
refieren encerrados en la figura 1 en un recuadro
punteado.

Al realizar un analisis de linealidad como punto
de partida para una validaciéon de la técnica espec-
troscopia Raman se obtuvieron coeficientes de deter-
minacién y correlacién r2 < 0.489 y r < 0.7992 para
linealidad, con ello, no fue posible entablar por cien-
to de coeficientes de correlacién (%CV) y de desvia-
cion relativa (%DR) para el anélisis de precision y
exactitud ni los demés parametros de validacién.

En otro contexto, el analisis por HPLC permiti6
identificar al clorhidrato de pioglitazona que eluyé
con un tiempo de retenciéon de 1.73 min (Figura 2). A
nivel cuantitativo se demostré una eficiente técnica
de extraccion, la cual alcanz6 un por ciento de reco-
bro de 75% para pioglitazona en plasma, cumpli6 to-
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Figura 3. Curva de calibracion para pioglitazona obtenida por espec-
troscopia HPLC. Cada punto representa el promedio + EE de n =3, conr
>0.99.

dos los criterios de validacion establecidos; fue lineal
en un rango de 30-2,000 ng/mL (Figura 3). El limite
cuantificacién fue de 30 ng/mL y el de deteccién de
9 ng/mL. El coeficiente de variacién en el analisis
precisién intra dia fue < 8.42 % y para interdia
< 12.61%, en el analisis de exactitud intradia fue el
% DR <-9.77% y < 109.76 como por ciento de reco-
bro e interdia < 13.98% y < 113.98% para %DR y por
ciento de recobro, respectivamente (Cuadro 1). La
selectividad del método se demostro tras el analisis
de los cromatogramas del blanco matriz (pool 6),
blanco reactivo, blanco fase mévil, matriz + piogli-
tazona, matriz hemolizada con pioglitazona, matriz
hemolizada sin pioglitazona, en donde no se obser-
varon ruidos que pudieran interferir en el tiempo de
retencion del clorhidrato de pioglitazona (1.73 min).
Cumplié con los criterios de exactitud y precisiéon
para el analisis de estabilidad a largo plazo (-70 °C).
Bajo estos mismos criterios el método no sufri6 mo-
dificaciones al aplicar intencionadas modificaciones
de * 3% en las condiciones de temperatura, pH,
flujo y proporcién de fase mévil obteniéndose %DR
y CV < 1%.

mu
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B B
- o =
D
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Figura 2. Cromatograma correspondiente a
pioglitazona en una concentracion de 30 ng/mL. El

tiempo de corrida de 2.5 min y el tiempo de reten-
min  ¢ién (TR) de 1.73 min.
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Cuadro 1. Precision y exactitud para el método de pioglitazona en plasma humano segtn la NOM-177 SSA-1998.

Punto Promedio D.E %C.V Criterio Resultado
Intradia
PC1 0.88 06 7.77 20 A Precision
PC2 5.79 045 787 <15 A
PC3 10.51 0.88 8.42 <15 A
% DR % Recobro
PC1 54.88 7.04 12.83 9.77 <20 109.76 A Exactitud
PC2 1,049.58 895 853 -4.96 <15 104.95 A
PC3 1,974.06 173.5 8.8 -39 <15 103.89 A
Interdia

PC1 0.805 0.06 855 <2 A Precision
PC2 11.51 053 466 <1 A
PC3 18.78 2.36 12.61 <1 A

% DR % Recobro
PC1 46.54 7.03 15.1 6.91 <20 94.87 A Exactitud
PC2 1,139.83 5.479 048 -13.98 <15 113.89 A
PC3 1,900 12.72 0.67 097 <15 91.55 A

DE: desviacion estandar. %CV: por ciento de coeficiente de variacion. % DR: por ciento de desviacion relativa. A: criterio de aceptacion. PC: punto control.

DISCUSION

El espectrograma del clorhidrato de pioglitazona
(Figura 1) presenta picos situados en 606.73 cm'! y
en 2070.39 cm! se localizan exactamente en la mis-
ma region, con esto se muestra que el movimiento
surgido de la interaccién de C-H de la estructura
aromatica junto con la uniéon de N-C-S (propias de
las tiazolidinedionas) podria utilizarse para identifi-
car compuestos de este tipo en diferentes espectro-
gramas @ (® 4 También se observan otros picos de
importancia, como el que se encuentra en 875.92
cm’! con una intensidad fuerte y que denota el movi-
miento de un anillo de piridina di-sustituido, piridi-
nas de este tipo muestran picos muy fuertes en la
regién préxima a 980 cm™ hasta 1,050 cm® ®); el
pico en 1070.13 cm! con intensidad media-débil in-
gresa dentro del rango de 800 cm™ a 1,140 cm™!, co-
rresponde a la interaccién entre C-O-C con
estiramiento (), pero debido a que los 4tomos de
carbono se hallan ligados doblemente a otros carbo-
nos, la rigidez es mayor y, por tanto, la movilidad
disminuye al igual que la intensidad del pico; los pi-
cos en 1,210 cm™ y 1,248.07 cm™! se posicionan en el
rango donde predominan las vibraciones C = C del

tipo alifatico, se localizan aproximadamente desde
1,200 cm! hasta 1,300 cm™! ®; los picos contiguos
en 1,311.22 cm'! y 1447.14 cm'! con intensidad media
corresponden a R-CH2-CH3, donde el CH3 presenta
torsién y se sitia generalmente entre 1,440 cm™ y
1,470 cm @, mientras que el CH,, presenta giro en
un rango muy préximo a 1,305 cm™ ¥; otro de los
picos se sitia en 1,615.06 cm™ con una intensidad
fuerte que corresponde a un movimiento de anillo en
el cuadrante de un compuesto aromatico y cuyo rango
comprende desde 1,590 cm™! hasta 1,619 cm™ ®); por
dltimo también se halla otro pico en 1,745.49 cm™!
con intensidad media, éste es atribuido a la forma
estructural de R-CO-S-R y también corresponde una
frecuencia entre 1,735 cm™ y 1,750 cm™ () 4

La técnica ha sido utilizada para el analisis qui-
mico y la forma fisica, el analisis de la forma fisica
ha implicado cuantificacién de polimorfismo, hidra-
tos, la forma amorfa y, recientemente, la conforma-
ciéon de proteinas. Se han cuantificado sistemas de
polvos, pero —aunque esto se ha extendido a formu-
laciones farmacéuticas como tabletas, capsulas,
microesferas y suspensiones— parece ser que el
analisis cuantitativo por espectroscopia Raman
en sélidos farmacéuticos es critica.!? Asimismo, no hay
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muchos datos de la técnica para ensayos farmacol6-
gicos como biodisponibilidad donde se requiere de la
validacién de técnicas bajo normativas y parametros
bien determinados. Esta técnica ha sido empleada en
analisis cuantitativo de formas sé6lidas clorhidrato
de ranitidina,!® amorfos de indiometacina en estado
s6lido,'* aminofilina y diclofenaco sédico, capto-
pril'® y prednisolona en tabletas, entre otras.'® Asi-
mismo, hay maultiples reportes del uso de la
espectroscopia Raman en deteccién de cdnceres como
el nasofaringeo,!” de placas ateroscleréticas e, incluso,
calidad de obras de arte.!® Sin embargo, en solucio-
nes plasmaticas de concentraciones ascendentes con
bajos cambios de concentracién en el orden de los
ng/mL como las utilizas para validacién de métodos
analiticos por HPLC no muestra linealidad, preci-
si6n ni exactitud en el rango 30-2,000 ng/mL bajo
los criterios de la NOM-177SSA-1998. Hasta hoy dia
la técnica Raman ha demostrado ser muy til como
técnica no invasiva para identificar y eventualmente
cuantificar la presencia de medicamentos y sus-
tancias fisioldgicas, tal es el caso de la determina-
cién de concentraciones cercanas a la concentraciéon
inhibitoria minima (CIM) para ceftazidima y anfote-
ricina B. Asimismo, ha sido 1util en la determinacién
de glucosa (realizada a concentraciones cerca de los
primeros niveles patolégicos de pacientes con dia-
betes) en el humor acuoso del 0jo,2° no asi para
pequenos cambios en el orden de concentracién
como el requerido en este trabajo.

En el caso de los analisis cuantitativos por
HPLC con respecto a soluciones con bajos niveles
de variacién en la concentracién en el orden de
microgramos, nanogramos y picogramos la croma-
tografia de liquidos sigue siendo el estandar de
oro.19:21.22 Por ello, el método presentado aqui
comparado con métodos similares muestra que
las condiciones cromatograficas alcanzadas en
este estudio fueron mejores en funcién al pH de la
fase mévil (5.4 vs. 2.1), la columna fue de 3.5um
de tamano de particula vs. 4 y 5 um de otros es-
tudios. Estas condiciones permitieron una mejor
separacién de los componentes de la muestra.
La temperatura a la que se llevé a cabo la separa-
cion fue de 22 °C, y la fase mévil menos elaborada
(sin sales), en contraste con los métodos descritos
por otros autores.

Con respecto a los parametros de validacién mar-
cados por la NOM-177-SSA1-199823 y a las guias
propuestas por el centro de referencia de la Organi-
zacién Mundial de la Salud (OMS),2* los indicadores
de linealidad marcados con un limite referencia de
r >0.99y r? > 0.98 se alcanzaron durante la validacién,

ya que los valores experimentales de r y r? supera-
ron el 0.99 (Figura 1).23

El recobro absoluto calculado por el método de
las pendientes mostré 75% de recuperaciéon del
analito con respecto a la matriz biolégica para
pioglitazona, mismo que se mantuvo constante du-
rante todas las corridas analiticas. El limite de
cuantificaciéon fue de 30 ng/mL y el de deteccién
de 9 ng/mL, valores que fueron calculados con res-
pecto a los criterios de exactitud y precisién cum-
pliendo con los criterios marcados por la
NOM177-SSA1-1998.22 El coeficiente de variacién
en el analisis precisién intra-dia fue de < 8.42% y
para inter dia < 12.61%, en el analisis de exactitud
intra dia fue por ciento de desviacién relativa (%
DR) de £-9.77% y < 109.76 como por ciento de re-
cobro e inter-dia, de < 13.98% y < 113.98% para %
DR y por ciento de recobro respectivamente
(Cuadro 1), estos valores estan por debajo de lo
marcado por la NOM-177-SSA1-199823 que indica
que deben ser para el %DR < 20% y 15% con base
en los puntos control bajo y medio, alto, respecti-
vamente; de la misma manera se cumplié para el
%CV en el caso de precisién.?* No se observaron
interferencias en los picos cromatograficos a los
1.73 min (TR para clorhidrato de pioglitazona)
permitiendo una correcta interpretacion del cro-
matograma y, al modificar las condiciones criticas
del método analitico temperatura, pH, flujo y pro-
porcién de fase mévil en = 3% se cumple con los
criterios de exactitud y precisién que marca la
NOM177-SSA1-1998.23

CONCLUSIONES

La espectroscopia Raman permiti6 una completa
caracterizaciéon de los grupos funcionales sin la
aplicacién de una técnica de extracciéon de la mues-
tra, no hubo interferencias en la caracterizacién de
la molécula de clorhidrato de pioglitazona y permitié
hacer un analisis no destructivo. Asimismo, la técni-
ca analitica por HPLC demostré ser lineal, exacta,
precisa, selectiva, robusta y sensible en un rango de
30 ng/mL a 2,000 ng/m permitiendo hacer un confia-
ble analisis cuantitativo de clorhidrato de pioglita-
zona.,
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