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SUMMARY

It was developed and validated an analytical 
methodology by reversed phase high performance 
liquid chromatography (RP-HPLC) simple, rapid, re-
producible and stability indicating for the quantifi-
cation of Thiocolchicoside tablets. The mobile phase 
consisted of a mixture of methanol: acetonitrile:water 
in the ratio (30:10:60) at pH = 8,00 ± 0,05. The mobile 
phase flow was 0,8 mL / min. Column chromatogra-
phy was used for reverse phase (C-18). Detection was 
performed using a diode array detector at a wave-
length of 371 nm. The use of diode detector allowed 
us to perform peak purity analysis in forced degra-
dation testing and spectral differences were found in 
the first phase for samples subjected to hydrolysis acid 
for seven days. These differences may be attributed to 
the presence of degradation products. The validated 
method proved to be selective, accurate, linear with a 
coefficient of determination of 0,999 exact with a re-
covery percentage of 99.16% and 100.46%. The results 
obtained with the analytical method proposed for the 
evaluation of Tiocolchicoside tablets allow to quanti-
fy the drug with a high degree of confidence.

Keywords: Quality control; stability indicating; RP-
HPLC; thiocolchicoside; validation.

RESUMEN

Se desarrolló y validó un método por cromatografía 
liquida de alta eficiencia en fase inversa (RP-HPLC), 
sencillo, rápido, reproducible e indicador de la es-
tabilidad, para la cuantificación del Tiocolchicósi-
do en tabletas. La fase móvil consistió en una mez-
cla  de metanol: acetonitrilo: agua en la proporción 
(30:10:60) a pH de 8,00 ± 0,05. El flujo de la fase móvil 

fue de 0,8 mL/min. Se empleó una columna croma-
tográfica en fase inversa (C18). La detección se rea-
lizó empleando un detector de arreglo de diodos a 
una longitud de onda de 371 nm. El uso del detector 
de diodos permitió realizar el análisis de pureza de 
pico en las pruebas de degradación forzada, en dicho 
análisis se encontraron diferencias espectrales en la 
primera fase para las muestras sometidas a hidróli-
sis ácida durante siete días, estas diferencias pueden 
atribuirse a la presencia de productos de degradación. 
El método validado demostró ser específico, preciso, 
lineal con un coeficiente de determinación de 0,999, 
exacto con un porcentaje de recuperación de 99,16 % 
y el 100,46%. Los resultados obtenidos con el método 
analítico propuesto para la evaluación de tabletas de 
Tiocolchicósido permiten cuantificar el fármaco con 
un alto grado de confianza. 

Palabras clave: Control de calidad; indicadores de 
estabilidad; RP-HPLC; tiocolchicósido; validación.

RESUM

Es va desenvolupar i validar un mètode per cro-
matografia liquida d’alta eficiència en fase inversa 
(RP-HPLC), senzill, ràpid, reproduïble i indicador de 
l’estabilitat, per a la quantificació del tiocolchicoside 
en pastilles. La fase mòbil va consistir en una ba-
rreja de metanol: acetonitril: aigua en la proporció 
(30:10:60) a pH de 8,00 ± 0,05. El flux de la fase mòbil 
va ser de 0,8 mL/min. Es va emprar una columna cro-
matogràfica en fase inversa (C18). La detecció es va 
realitzar emprant un detector d’arranjament de dío-
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des a una longitud d’ona de 371 nm. L’ús del detector 
de díodes va permetre realitzar l’anàlisi de puresa de 
bec en les proves de degradació forçada; en aquesta 
anàlisi es van trobar diferències espectrals en la pri-
mera fase per a les mostres sotmeses a hidròlisi àcida 
durant set dies, aquestes diferències poden atribuir-se 
a la presència de productes de degradació. El mètode 
validat va demostrar ser específic, precís, lineal amb 
un coeficient de determinació de 0,999, exacte, amb 
un percentatge de recuperació de 99,16% i el 100,46%. 
Els resultats obtinguts amb el mètode analític pro-
posat per a l’avaluació de rajoles de tiocolchicoside 
permeten quantificar el fàrmac amb un alt grau de 
confiança.

Paraules clau: Control de qualitat; indicadors 
d’estabilitat; RP-HPLC; tiocolchicoside; validació.

INTRODUCCIÓN

Tiocolchicósido (THC), quimicamente denomi-
nado (N-[(7S)-1,2-dimetoxi-10-metilsulfanil-9-oxo-
3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)
oxan-2-il]oxi-6,7-dihidro-5H-benzo[a]heptalen-7-il]
acetamida) es un derivado semisintético sulfurado del 
colchicósido1. Su fórmula molecular es C27H33NO10S y 
su estructura química se presenta en la figura1 2. Este 
fármaco es empleado en dolores asociados a espasmos 
musculares, debido a su efecto farmacológico como 
relajante muscular, analgésico y antiinflamatorio3. 

Figura 1. Estructura química de THC1.

El análisis de Tiocolchicósido para tabletas recu-
biertas no aparece reportado en ninguna de las mo-
nografías oficiales consultadas. La  Farmacopea de 
los Estados Unidos (USP) y Farmacopea Europea (EP) 
no reportan metodología analítica para este medica-
mento. El desarrollo de un método que permita ana-
lizar Tiocolchicósido en Tabletas, tanto en la fase de 
formulación de un nuevo producto farmacéutico (por 
ejemplo, para medicamentos genéricos), como en los 
estudios de estabilidad del producto y finalmente en 
pruebas de control de calidad, representan una im-
portante contribución en la confirmación de la ca-
lidad de este medicamento, el cual es ampliamente 
utilizado en dolores de tipo músculo esquelético. Una 

vez desarrollada la metodología analítica, es necesa-
rio garantizar que la misma proporcionará resultados 
confiables, es por ello se debe proceder a validar el 
método. Para que un procedimiento pueda ser valida-
do, es necesario considerar las recomendaciones su-
geridas en textos oficiales, entre ellos destaca la USP 
38, específicamente en el capítulo <1225> “Validación 
de los Procedimientos del Farmacopeicos4”. Los pro-
cedimientos para la validación de métodos analíticos 
según la USP están directamente relacionados con las 
pautas establecidas en  la Conferencia Internacional 
de Armonización (ICH), específicamente en el texto 
“Validación de procedimientos analíticos: texto y me-
todología” Q2 (R1) 5. Entre las técnicas de análisis más 
utilizadas en medicamentos se encuentra la Cromato-
grafía Líquida de Alta Eficiencia (HPLC), ya que posee 
alta sensibilidad y rapidez. En este trabajo se describe 
una nueva metodología analítica y su validación para 
la determinación de Tiocolchicósido en tabletas, uti-
lizando la técnica analítica HPLC.

MATERIALES Y MÉTODOS

Para la validación de la metodología se utilizó un 
cromatógrafo líquido de alta eficiencia de la casa co-
mercial Waters, conformado por una bomba  modelo 
600E, un inyector Automuestrador, modelo 717 de 
Plus, un detector de arreglo de diodos, modelo PDA 
996. El cromatógrafo está conectado a un computa-
dor con un programa Millenium 32®. Se utilizó una 
Columna Sunfire C18 (L1) 5 µm, 4,6 x 250 mm. Las 
condiciones experimentales del cromatógrafo líquido 
fueron las siguientes: fase móvil compuesta por me-
tanol: acetonitrilo: agua  en las proporciones 30:10:60 
ajustada a pH =8,0 con ácido o-fosfórico 85%. Flujo de 
fase móvil= 0,8 mL/min, volumen de inyección= 20μL 
y longitud de onda= 371 nm.

Las mediciones de pH fueron realizadas con el po-
tenciómetro Orion Research modelo 601 A. El agua 
utilizada para todos los análisis proviene del equipo 
de destilación Cascada Ro Waters (Pall Corporation) 
y purificada en el ultrapurificador de agua Barnstead 
(Nanopure). Todas las muestras fueron filtradas antes 
de ser inyectadas en el cromatógrafo con membranas 
de filtración millipore de nylon, tamaño de poro de 
0,45 μm. 

Patrón
Se empleó un patrón secundario de Tiocolchicósi-

do, fabricado por Dromex International, pureza= 99,2 
±0,1 %.

Muestras
La muestra utilizada para la validación de este mé-

todo consistió en un material de referencia interno 
(MRI), ya que no se contaba con material de referen-
cia certificado (MRC). El MRI debe ser preparado por 
el laboratorio para su exclusivo uso interno6,7. El MRI 
se realizó mezclando homogéneamente 30 tabletas de 
tres fabricantes distintos, 10 por cada fabricante, to-
dos los medicamentos empleados presentaban la mis-
ma forma farmacéutica y la misma dosis fabricados 
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en Venezuela (tabletas de 4 mg de Tiocolchicósido). 
El propósito de trabajar con un MRI es poder ofrecer 
una metodología que pueda ser aplicada como una 
prueba universal de calidad, según lo establecido en 
la USP 38, en el capítulo <2> Medicamentos orales- 
Pruebas de calidad de productos8. 

Validación del método analítico
La validación del método analítico se realizó si-

guiendo los lineamientos establecidos en el capítulo 
general <1225> de la USP 384 e ICH Q2 (R1) 5.  Los 
parámetros evaluados corresponden específicamente 
a la categoría I para la cuantificación de THC, estos 
son: especificidad, linealidad, precisión (precisión del 
sistema cromatográfico, repetibilidad y precisión in-
termedia) y exactitud.

Especificidad y pruebas de indicadores de es-
tabilidad

La especificidad fue evaluada mediante dos pruebas: 
evaluación de la pureza de pico cromatográfico y es-
tudios de degradación forzada, estos últimos también 
permiten realizar estudios de indicadores de estabili-
dad8. Para comprobar si el método desarrollado es in-
dicador de la estabilidad, se sometieron las muestras 
a pruebas de estrés, para ello se pesó por sextuplicado 
el equivalente a 1 mg de Tiocolchicósido contenido en 
el MRI en balones aforados de 25 mL, para así obte-
ner una concentración de 0,04 mg/mL de Tiocolchi-
cósido, disuelto en fase móvil. Cada muestra se trató 
como se indica a continuación: 

•	 Muestra control: no se le realizó ningún trata-
miento previo.

•	 Hidrólisis ácida: añadir a la muestra 2 mL de 
ácido clorhídrico 4 N  y se dejó en reposo du-
rante 7 días.

•	 Hidrólisis básica: añadir a la muestra 2 mL de 
hidróxido de sodio 4 N y se dejó en reposo du-
rante 7 días.

•	 Fotólisis: exposición de la muestra a radiación 
visible durante 7 días continuos.

•	 Humedad: se colocó la muestra dentro de un 
desecador con una solución salina saturada. La 
humedad relativa dentro del desecador era de 
60%. Se dejó en reposo durante 7 días.

•	 Termólisis: calentamiento de la muestra en 
baño de agua  a 90 ºC durante 4 horas.

•	 Oxidación: añadir a la muestra 2 mL de pe-
róxido de hidrógeno al 35%  y se dejó en reposo 
durante 7 días.

Una vez culminado el tiempo de exposición, se lle-
vó cada muestra a volumen con fase móvil. Adicio-
nalmente se preparó un patrón control de THC a la 
concentración de 0,04 mg/mL. Se estudiaron los cro-
matogramas obtenidos y gracias al detector de arre-
glo de diodos (PDA) se pudo realizar el estudio de 
los gráficos de pureza de las señales cromatográficas 
para cada una de las pruebas. El software Millenium 
32 permitió calcular los ángulos de pureza y ángulos 
de umbral. Con toda la información obtenida, se pudo 
ratificar la presencia de productos  de degradación y 
especificidad del método9.

Linealidad
Para el estudio de la linealidad del método fue se-

leccionado el rango de concentración 0,020 mg/mL 
a 0,060 mg/mL de patrones de THC, siendo el pun-
to central de la curva el correspondiente al 100% la 
concentración de 0,040 mg/mL. Las concentracio-
nes de los patrones usados en la curva de calibración 
fueron: 0,020 mg/mL, 0,032 mg/mL, 0,040 mg/mL, 
0,048 mg/mL y 0,060 mg/mL, todas ellas preparadas 
en fase móvil. Al realizar la integración de las seña-
les cromatográficas, se obtuvo el área bajo la curva, 
la cual depende de la concentración del patrón. Con 
esta información se construyó la curva de calibración 
y a través de ella se determinó la ecuación de la recta 
y los parámetros de mejor ajuste (coeficiente de de-
terminación R2).

Precisión
Se evaluó a través de la precisión del sistema croma-

tográfico, repetibilidad y precisión intermedia.
Para el estudio de la precisión del sistema croma-

tográfico, se realizaron 5 inyecciones de patrón, pos-
teriormente se determinó el promedio del área bajo 
la curva de las señales cromatográficas obtenidas y 
tiempo de retención, se calculó coeficiente de varia-
ción (CV) utilizando la ecuación 1.

CV(%)= (s/
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Para el estudio de la precisión intermedia, se anali-

zaron muestras al 100% por diferentes analistas, uti-
lizando el mismo equipo. Se determinaron los valores 
promedio, s y CV. Adicionalmente, se aplicó el criterio 
de aceptación para la precisión intermedia,  basado en 
el coeficiente de variación de Horwitz10.

CVH (%)= 2 (1-0.5) log C    (3)
Donde: C= valor nominal del analito expresado en 

potencia de 10
El coeficiente de variación de Horwitz debe ser com-

parado con el coeficiente de variación obtenido de las 
nueve determinaciones realizadas, mediante el pará-
metro Horrat. 10

PHorrat= CV/CVH    (4)
Sí el PHorrat es  menor a 2,  se puede afirmar que el 

método tiene valores aceptables de precisión interme-
dia. 10
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Exactitud
La determinación de la exactitud se realizó según el 

método de agregado de estándar, el cual consiste en 
añadir a las muestras una cantidad conocida de pa-
trón, para obtener tres niveles de concentración co-
rrespondiente a 80%, 100% y 130% de la curva de ca-
libración. Se realizaron nueve determinaciones (tres 
réplicas de las tres concentraciones). Para calcular el 
porcentaje de recuperación se aplicó la ecuación 2.
% de recuperación= (Cfortificada- Csin fortificar)*100/CA    (5)
Donde Cfortificada es la concentración de THC en la 

muestra fortificada, Csin fortificar la concentración de 
THC en la muestra sin fortificar y CA es la concen-
tración del THC añadido. Seguidamente se realizó el 
cálculo de t con un límite de confianza de 95%.

Aplicación del método propuesto para la determina-
ción de Tiocolchicósido en tabletas

Una vez validado el método analítico, se procedió a 
realizar la determinación de THC en tabletas de tres 
fabricantes distintos, a los cuales se les designaron los 
nombres de medicamentos A, B y C distribuidas en 
el mercado venezolano. Todos estos medicamentos 
declaraban 4 mg de THC por tableta. Las muestras 
fueron tratadas por separado, según la metodología 
propuesta y se determinó: cantidad de THC (mg/ta-
bletas), CV (%) y  porcentaje con respecto a lo decla-
rado
% con respecto a lo declarado= C encontrada*100/C declarada    (6)

Donde C encontrada se refiere a la cantidad de THC 
encontrada según el análisis y C declarada correspon-
de a la Cantidad de THC reportada por el fabricante. 
La USP establece que los porcentajes con respecto a lo 
declarado deben encontrarse entre 90-110%. En gene-
ral, la aceptación a priori de una variación de ±10% a 
partir de la cantidad declarada esperada (100%) en la 
mayoría de los casos pretende tomar en cuenta la va-
riabilidad de la fabricación y la estabilidad durante la 
vida útil, ya que tal variación tiene una menor proba-
bilidad de ocasionar un impacto adverso perceptible 
en el resultado clínico deseado8.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En la figura 2 se presentan los cromatogramas del 
patrón y muestra de THC, respectivamente, prepa-
rados a la concentración de 0,04 mg/mL. En ambos 
cromatogramas se puede observar que no existen 
interferencias en la señal cromatográfica correspon-
diente a THC. 

Especificidad

Las muestras sometidas a las pruebas de estrés fue-
ron analizadas y los resultados obtenidos se compa-
raron con patrón y muestra control. En la figura 3 se 
presentan los cromatogramas correspondientes a las 
muestras de THC en tabletas sometidas a las diferen-
tes pruebas de degradación forzada. 

Se puede observar la presencia de señales cromato-
gráficas adicionales a THC solamente en las muestras 

sometidas a hidrólisis ácida, hidrólisis básica y oxi-
dación con peróxido de hidrógeno. En el caso de la 
muestra sometida a hidrólisis básica se puede apre-
ciar, además de la presencia de señales cromatográ-
ficas adicionales, la drástica desaparición de la señal 
correspondiente a THC, lo cual puede ser atribuido a 
su inestabilidad en medio básico. El mismo fenómeno 
ocurrió cuando la muestra se expuso a la oxidación 
con peróxido de hidrógeno. Los análisis comparati-
vos de los cromatogramas obtenidos demuestran la 
especificidad del método analítico, al no evidenciarse 
interferencias ni solapamientos con respecto a señal 
cromatográfica correspondiente a THC. También se 
estudiaron los gráficos de pureza cromatográfica, gra-
cias al detector de arreglo de diodos (PDA) utilizado. 
En la Tabla 1 se reportan los ángulos de pureza (PA) 
con ángulos del umbral (TH) de las muestras estu-
diadas. 

Tabla 1. Ángulos de pureza y ángulos de umbral para las 
muestras de Tiocolchicósido sometidas a las pruebas de 

degradación forzada.

Se puede observar que para todos los casos el PA 
es menor a TH, exceptuando la muestra sometida a 
hidrólisis ácida. Este hecho podría atribuirse a la pre-
sencia de un producto de degradación que esté coelu-
yendo con el analito. Esta prueba demuestra que el 
método propuesto puede ser utilizado como un indi-
cador de estabilidad9.

Linealidad

Figura 2. Cromatogramas y gráficos de pureza de patrón 
de THC (A) y muestra de THC (B).
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Se realizó una curva de calibración con cinco niveles 
de concentración: 0,020, 0,032, 0,040, 0,048 y 0,060 
mg/mL. La concentración del punto central de la cur-
va era 0,040 mg/mL.

En la figura 4 se muestra la curva de calibración ob-
tenida en función del área total de las señales croma-
tográficas frente a la concentración del patrón, la cual 
corresponde a una línea recta cuya ecuación es: y= 
6e107x + 27240 con un R2=0,9998 lo cual indica que 
existe una relación lineal entre el área y concentra-
ción.

Figura 4.  Curva de calibración para el análisis de 
Tiocolchicósido. Ajuste de mínimos cuadrados.

Precisión
Precisión del sistema cromatográfico

Fue determinada sobre 5 réplicas del patrón a la con-
centración de 100% (0,040 mg/mL). Los resultados 
obtenidos se presentan en la Tabla 2. 

Los valores de coeficiente de variación, tanto para el 
tiempo de retención como para el área son inferiores 
al 2%, lo cual demuestra que el método cumple con 

los criterios establecidos en la USP para la precisión 
del sistema.

Tabla 2.  Precisión del sistema cromatográfico en tiempo 
de retención y áreas de las señales cromatográficas de 

patrón de Tiocolchicósido.

Repetibilidad
Los resultados obtenidos en la evaluación la repeti-

bilidad del método analítico, se muestran en la tabla 
3.El promedio del contenido de THC encontrado en 
las seis muestras fue de 3,99 mg (99,74% con respecto 
a lo declarado) y coeficiente de variación 0,70%. Los 
resultados muestran la repetibilidad del método ana-
lítico, ya que el valor de coeficiente de variación fue 
menor a 2%. El límite de confianza, calculado con la 
ecuación (2) (ttab= 2,306;  n=9;  α=0,05):

(3,99± 0,54) mg

Tabla 3.  Repetibilidad en la determinación de 
Tiocolchicósido en seis muestras.

Figura 3.  Cromatogramas y gráficos de pureza de muestras sometidas a pruebas de degradación a forzada: (A) Hidrólisis 
ácida (B) Hidrólisis básica (C) Exposición a la radiación visible (D)75% Humedad relativa a 25ºC Termólisis a 90ºC (F) 

Oxidación.
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Precisión intermedia
Los resultados para evaluar la precisión intermedia 

del método analítico basado en la variación de la can-
tidad de THC determinada por diferentes analistas se 
muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Precisión intermedia en la determinación 
Tiocolchicósido realizada por tres analistas diferentes.

  

El promedio de los nueve resultados fue de  4,15 mg 
(103,72% con respecto a lo declarado) y coeficiente de 
variación fue igual a 1,76%. Este resultado indica que 
el método es preciso, ya que el coeficiente de variación 
es menor a 2%.

Al aplicar el criterio de aceptación para la precisión 
intermedia, basado en el coeficiente de variación de 
Horwitz, calculado con la  ecuación (4), se encontró 
que el mismo presentó un valor de 3,36%. Este re-
sultado se comparó con el coeficiente de variación 
obtenido de las nueve determinaciones realizadas, 
aplicando la ecuación (5) se calculó el parámetro de 
Horrat (PHorrat). El PHorrat para este método presentó un 
valor de 0,52. Como PHorrat es  menor a 2,  se puede 
afirmar que el método tiene valores aceptables de pre-
cisión intermedia10.

Exactitud
Los resultados del estudio de la exactitud son pre-

sentados en la tabla 5.
Se puede observar que la metodología es exacta, ya 

que los porcentajes de recuperación obtenidos se en-
cuentran dentro del rango establecido para cada uno 
de los niveles (80%, 100% y 130%). El criterio que per-
mite señalar que un método analítico es exacto indica 
que el promedio del porcentaje recuperado debe estar 
dentro del rango de 98% a 102% y la desviación están-
dar relativa debe ser menor o igual a 2,5%9. En función 
a estos resultados se confirma que el método analítico 
es exacto.

Al aplicar la prueba de t, se observó que el valor de 
t observado (tob= 0,706) (α= 0,05 ν= 8) es menor con 

respecto al encontrado en las tablas (2,306)12. Los lí-
mites de confianza al 95% (ttab= 2,306; n=9; α=0,05) de 
los porcentajes de recuperación obtenidos, aplicando 
la ecuación (2) fue:  

(99,59 ±1,55)%

Tabla 5. Exactitud expresada como porcentaje de 
recuperación de Tiocolchicósido.

Análisis de tabletas de Tiocolchicósido
En la tabla 6 se presentan los resultados del análisis 

de las tres marcas comerciales de tabletas de Tiocol-
chicósido analizadas según el método analítico pro-
puesto.

Los resultados obtenidos en el análisis de los me-
dicamentos A, B y C  demuestran que el método es 
capaz de cuantificar Tiocolchicósido con precisión 
y exactitud, ya que en todos los casos los resultados 
cumplen satisfactoriamente con los criterios estable-
cidos en la USP, es decir, coeficientes de variación me-
nores a 2% y porcentajes con respecto a lo declarado 
entre un (90-110) %.

Tabla 6. Determinación del contenido de Tiocolchicósido 
en tabletas de tres marcas comerciales distintas.

CONCLUSIONES

El método analítico para la determinación de Tio-
colchicósido en Tabletas presenta un comporta-
miento lineal en el rango de concentraciones entre 
0,020 a 0,060 mg/mL y un coeficiente de determina-
ción=0,999. El método demostró ser preciso, exacto y 
específico, cumpliendo con los criterios establecidos 
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por la ICH para la validación de métodos analíticos. 
El método analítico puede ser aplicado como un mé-
todo rutinario para pruebas de control de calidad y 
como un indicador de estabilidad. La aplicación del 
método para el análisis de tabletas de Tiocolchicósido 
4 mg cumple de manera satisfactoria con los criterios 
de aceptación, proporcionando la confianza de que el 
medicamento analizado presenta la calidad necesaria 
para ser administrado a los pacientes.
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