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CAPITULO |

INTRODUCCION



como resultado de la tendencia hacia la Calidad Total, en los
Gltimos afios la industria farwacéutica ha sufrido una importante
transformacién debido pr.lncipalmepte a la creciente demanda de
nuevos y mejores medicamentos y a las exigencias de las oficinas
gubernamentales en relacién a loslcontroles que deben llevarse a
cabo durante la. fabricacién y el andlisis de los medicamentos con
objeto de tener en el mercade formulaciones gue cumplan con el
propésito para el cual fueron disefiadas y que no existan variacio-
nes de lote a lote del mismo producto.

Es por eilo que debe tenerse un perfecto control sobre todos
los pardmetros involucrados en la fabricacién de un mediéamento,
partiendo desde el disefio, la etapa de desarrollo y la validacién
de procesos. Esta Gltima involucra varios aspectos como son:
documentacién, calificacién y certificaci6én de personal, calibra-
cién de instrumentos, técnicas analiticas validadas y certificacién
de instalaciones, equipos, servicios y proveedores!. El presente
trabajo s5lo toca una pequefia parte de todo el engranaje involucra-
do en la produccién de un medicamento de calidad: 1la v:.;lidacién de
un método analitico. -

En particular se trata de la revalidacién del método para
cuantificar loratadina y clorhidrato de ambroxol por la té&cnica de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) en dos formas
farmacéuticas: soluci6n y tabletas. Se habla de revalidacién ya que
el método se encuentra validado, pero utiliza como patré6n interno
una molécula muy poco accesible, por eso como parte de un proceso

de calidad total y eficiencia se hace necesario buscar otra
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sustancia y optimizar las éondiclones para que el método propueato
siga siendo exacto, lineal, preciso, especifico, reproducible y con
una metodologia eficiente y sencilla.

Ademfs este trabajo pretende optimizar la Prueba de Disolu-
cién, cuyo anélisis se realiza espectrofotométricamente por
anSlisis de multicomponentes, y ahora se propone realizarlo por
CLAR. Obteniendo ventajas al efectuar la valoracién y la prueba de
disolucién en el mismo equipo, con el mismo sistema; teniendo mayor

sensibilidad, especificidad y eficiencia para la prueba.
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GENERALIDADES



2.1 M f£ia de L ina

- Nombres quimicos: Ester etilico del &cido 4-(8-cloro-5,6-
dihidro-11H-benzo~-{[5,6])ciclohepta(l,2~b]piridin-i11-ilideno) -
1-piperidincarboxilico?:3. 11-[N-(carboetoxi)-4-piperidili-
deno]-8-~cloro-6,1li-dihidro-5H-benzo(5,6]ciclohepta[l,2-b]
piridina2-4,
- Nombre genérico: Loratadina
- Férmula condensada: C,yH,3CIN,0, 2:3:4,
- F6rmula desarrollada:

?oocu 2683

. 4

[+13

- Peso molecular: 382.89 2:3.4,

- Descripcién: Polvo amorfo de color blanco o blancuzceo,
inodoro.

~ Solubilidad: Muy soluble en agua e hidréxido de sodio 0.1N,
soluble en &cido clorhidrico 0.1N, poco soluble en acetona,
cloroformo, etanol y metanol.

- Punto de fusién: 132-137°¢?/3+4,

- Espectro ultravioleta:

Longitud .de onda méxima Disolvente
246nm y netanol
274nm HCl 0.1N/metanol

246nm NaOH 0.1N/metanol



- Espectro infrarrojo: 1La dispersifén de loratadina en aceite
mineral presenta bandas a 1705, 1590, 1580, 1560, 1230, 830,
780 y 765 ca~i,

- Nombres registrados: Clanti}\, Claritin, Clarityne, etc.?:?
- Accitdn: Es un antihistaminico triciclico potente de accién
prolongada, con activi;iad selectiva, antagbnica a los
receptores Hl periféricos, no sedante?:3:4:5,

- Usos: La loratadina estd indicada para el alivio de 1los
sintomas asociados con rinitis alérgica, como estornudos,
secresibﬁ nasal (rinorrea), prurito y ardor oculares. También
est& indicado para el alivio de los sintomas y sefiales de
urticaria crénica y otras afecciones dermatolégicas alérgi-

cass.

N gratia de 1.

- Nombres guimicos: 4-[{(2-amino-3,5-dibromofenil)-metil}
aminojciclohexanol?:4, N- (t;_rans-p -hidroxiciclohexil)-(2-amino-
3,5-dibromobencil)amina?. trans-4-(2-amino-3,5-dibromobencil-
amino) ciclohexanoll.

- Nombre genérico: Ambroxol.

- Férmula condensada: Cj;H;gBroN,02r34,

-~ F6rmpula desarrollada:

Br ¥,
B ,NH ---C><on
Br



- Peso molecular: 378.11 2/3:4,

Clorhidrato de Ambroxol.

- Pérmula condensada: C;3H,;gBr,C1N,0°.

- Solubilidad: F&cilmente soluble en Scido clorhidrico 0.1N,
agua, metanol y etanol; casi insoluble en hidréxido de sodio
0.1N.

- Punto de fusiodn: 228-229°C2:3,

~ Espectro ultravioleta:

Longitud de onda méxima Disolvente
243nm HCl 0.1N
247nm metanol
243nm
242nm agua

- Nombres registrados: Bronchopront, Duramucal, Fluibron,
Fluixol, Frenopect, Lindoxyl, Muco-Burg, Mucosolvan, Muco-
clear, Mucovent, Surbronc, Surfactal, etc.203:4,

- Usos: El clorhidrato de ambroxol est& indicado en todo tipo
de procesos broncopulmonares gue cursan con aumento de la
viscosidad y adherencia del moco, en los que es necesario
mantener libre de secresiones el aparato respiratorio:
bronquitis aguda, crénica, asmatiforme, espasmédica, asma
bronguial, rinitis, sinusitis, otitis nédin, neumonia,
bronconeumonia, traqueotomia y pre y postbparatotio, parti-

cularmente en cirugia geriStricaS.




-2.3 Validscién de métodos analiticos® 7:3,

Hoy dia uno de los principales objetivos de la industria

farmacéutica, es gurar un ade do control de la calidad

tanto de la materia prima, producto en proceso, como del
producto terminado. Es por esto que la validaciédn ha tomado
gran importancia en estas &reas.

La validacién del método puede definirse como el proceso
por el cual queda establecido, por estudios de laboratorio,
que la capacidad del método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas. Las caracteristicas de
capacidad se expresan en términos de pardmetros analiticos
que al ser evaluados a través de un an&lisis estadistico,
permiten demostrar la confiabilidad del método analitico y

que éste cumple con su propdsito.

Linealidad.

Es la habilidad para asegurar que los resultados anali-
ticos, los cuales pueden ser obtenidos directaménte o por
medio de una transformacién matemstica bien definida, son
proporcionales a la concentracién de la sustancia dentro de
un rango determinado.

La linealidad de un método se evalfia por el coeficiente
de variacién (CV) de los porcentajes recuperados, coeficiente
de correlacién (r), coeficiente de determinacién (r?),
pendiente de la curva (m) e intercepto de la curva con el eje

de las ordangdas (b).



2.3.2 Bxactitud.

Es la concordancia entre un valor obtenido experimen-
talmente y el valor aceptado como referencia.

Generalmente se evalGa por la media de los valores
recuperados con referencia a los te6ricos o adicionados, asi

como su intervalo de confianza.

Precisién.

Es el grado de concordancia entre los valores de lcs_
resultados de mediciones experimentales sucesivas, que se
obtienen baj_o las mismas condiciones (repetibilidad) y/o bajo
diferentes condiciones de trabajo (reproducibilidad).

Se evalfia por medio del coeficiente de variacién (CV).

Réproducibil idad.

Es la precisién de un m&todo analitico expresada como la
concordar;cia entre determinaciones independientes realizadas
ya sea por diferentes analistas, en distintos dias, en el
mismo y/o diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o
diferentes equipos.

La reproducibilidad se evalGa por medio del coeficiente
de variacién (cv) ° bien por un an&lisis de varianza (ANA-
DEVA) para conocer las interacciones entre analistas, dias y

analista-dia.



2.3.5

2.3.6

xlpacificidad.
Es la capacidad de un nétodo analitico para que 1la

resp ida pr del f&rmaco de interés y no de

otros p tes que

pr en la formulacién, como
principios actives adicionales, excipientes o productos de

degradacién.

Estabilidad de la muestra.

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuan-
tificacién, de conservar su integridad fisicoquimica y 1la
concentracién de la sustancia de interés, después de alma-
cenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones
espacificas como: temperatura ambiente y/o refrigeracién,
presencia y/o ausencia de luz, etc.

Para asegurar la integridad de la tra, es io

evaluar la variacién obtenida entre el anflisis inicial y el

anflisis a cierto tiempo bajo determinada condicién.

Tolerancia. »

Es el grado de x:opzoducibilidnd' de los resultados
analiticos obtenidos por el anilisis de la misma muestra bajo
modificaciones de las condiciones normales de operacién. Para
el caso de CLAR este par&metro determina como se afecta la
separacitn cuando se varia una condicién 'do opesracién
determinante como puede ser: modificar la composicién de 1a

fase wm6vil, utilizar una columna nueva o una usada, cambiar
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la velocidad de flujo o el pH de la fase mSvil, etc.

Para el cilculo de los parfmetros estadisticos mencio-
nados para efectuar la validacién de un método analitico se

emplean las siguientes férmulas:

7 E;z)

m A5 - (Ex) (Zy)
AEx®) - (Zx)?

p = By - m(Ex)
n

- ,,‘J () - Ex) EN1°
(n(Ex?) - (Ex)?] [n(Ey?) - (Ty)3)

DE = M

n-12
cv= 2B » 100
y
Donde:
= media aritmética

pendiente

= ordenada al origen

H v B <
[ ]

= coeficiente de corraelacién
DE = desviacién esténdar
CV = coeficiente de variacién

T = gumatoria

11



2.4

b

y = propiedad medida o cantidad recuperada
% = dilucién o cantidad adicionada

n = nimero de replicaciones

Cromatografia de Ligquidos de Alta Resolucién (CLAR).

La cromatografia es \;na técnica que permite separar,
aislar e identificar los componentes de una mezcla de
compuestos quimicos. La muestra es distribuida entre dos
fases, una estacionaria y otra mévil, de tal forma que cada
uno de los componentes de la mezcla es selectivamente
retenido por la fase estacionaria?.

El proceso cromatogr&fico tiene lugar como resultado de
repetidas absorciones o repartos durante el movimiento de
los componentes de 1la muestra a lo largo del lecho
estacionario, alcanzandose la separacién gracias a ‘las
diferencias en los coeficientes de distribucién de 1los
distintos componentes de la muestral®.

Tipos de cromatograria °:10.11,12

Segin el tipo de interaccidn existente entre los solutos

a separar y el lecho cromatogri&fico, podemos clasificar los

procesos en:

a) Cromatografia de Adsorcién: la fase estaciqnaria es un
adsorbente y la separacidn se basa en repetidas etapas de
" adsorcién-desorcién.
)

Cromatografia de Particién: la separacién no se basa en la

12



c)

q)

e)

adsorcisn, sino en una verdadera particién entre la fase
m6vil y la fase estacionaria.

Cromatografia de Intercambio Iénico: el lecho estacionario
tiene una superficie cargada i6nicamente con carga
contraria a la de la muestra.

Cromatografia de Exclusisn: se rellena la columna con un
material con el cual la muestra es retenida o filtrada
segfin sea el tamafio molecular.

Cromatografia de Fase Quimicamente Unida: si se varfia 1la
naturaleza de los grupos funcionales de la fase estaciona-
ria es posible obtener diferentes tipos de selectividad.
Dichos grupes pueden ser de naturaleza polar, como el
grupo amino (~NH;) y el grupo ciano (-CN) en el caso de la
cromatograt‘ia de fase normal, o bien no polar como el
grupe octilo (CgH;,), octadecilo (C,gHj;), fenilo (CgHs),

etc., en.el caso de 1la cromatografia de fase inversa.

Otra forma de clasificar a la cromatografia liquida es de

acuerdo a la polaridad relativa de las dos fases:

a)

b)

Cromatografia en Fase Normal: el lecho estacionario es de
naturaleza fuertemente polar (silica) y la fase mévil es
apolar (n-hexano o tetrahidrofuranc). Las muestras
polares quedan retenidas en la columna durante tiempos
mayores que los materiales menos polares o apolar‘és.

Cromatografia en Fase Inversa: el lecho estacionario es
de naturaleza apolar (hidrocarburo), mientras que la fase

m6vil es un liquido polar, normalmente agua o un alcohol.
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En cuanto wuAs apolar sea la wmuestra, mayor seré la

retencién.

2.4.2 Componentes de un cromatégrafo de liquidos 9:10:11,

Los componentes esenc.iales encontrados en un instrumento
de CLAR incluyen: una bomba, inyector, columna, detector y
registrador.

La columna esti considerada como el corazén del sistema,
la cual se encuentra rellena de fase estacionaria compuesta
por particulas en la escala de micras. Es necesaria una bomba
de alta presién para impulsar la fase m6vil a través de la
columna. El1 proceso cromatogrifico en_npieza por la inyeccién
de la muestra en la columna. La separacién ocurre al bombear
la fase m6vil y la muestra a través de la columna, cada
compuesto que eluye de la columna es detectado ya sea pér un
detector universal o selectivo, dependiendo de las propieda-
des de los componentes a medir. La respuesta del detectoi a

la presencia de cada p es manifestada en una carta

graficadora como un cromatograma. La sefial producida por el
detector se manifestard en forma de picos (Gausianos)
representando la concentracién de 1os componentes eluidos. La
calidad de la sepuracibn cromatogr&fica puede ser datgz—-inada
matemitican'ente obteniendo 1los valores de eficiencia,
selectividad y resolucién de los resultados cromatogrificos,

‘segiGn se explica en el inciso 2.4.4.

14



2.4.3

ventajas y limitaciones %+1°,

Ventajas: Rapidez, alta resolucién, buena sensibilidaqd,
resultados cuantitativos, automatizacién,
columnas reutilizables, ideal para moléculas
grandes y especies iénicas.

Limitaciones: Instrumentacitn costosa, dificil el an&lisis
cualitativo, no existe detector universal y-
suficientemente sensible, elevado costo de

operacién, experiencia indispensable.

Par&metros cromatogr&ficos 9:10,13,14

La cromatografia liquida tiene algunos términos y ecua-
ciones, 1las cuales cuantitativamente y cualitativamente
describen el comportamieno de los componentes individuales.
a) Tiempo muerto (to) . Es el tiempo necesario para eluir una
nuestra no retenida por el sistema y se determina midiendo el
tiempo de retenciétn de la fase mévil misma, en su viaje a
través de la columna.
b) Tiempo de retencién (tr), Es el tiempo que la muestra
permanece dentro cie la columna, y se mide desde el momento en
gue la muestra se introduce en el sistema, hasta el momento
en que se obtiene el punto méximo de la seflal o pico. El
tiempo de retencién es caracteristico de la muestra, la
columna, la fase m6vil y la temperatura. Por lo general se
emplea como medida de tipo cualitativo y se expresa en

unidades de tiempo.
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c) Namere de platos tebricos (N). Un plato tetrico, es el
equilibrio de distrihuéién de la muestra entre la fase mbvil
Yy la fase estacionaria, y se _mide de acuerdo a la siguiente

férmula:z
- tr,?
N="16 (42)

Donde Wb = ancho de la base del pico cromatogr&fico.
El nGmero de platos tedricos es una medida de la eticiencia
de la col-umna Yy sistemas asociados; asi que cuanto mayor sea
el valorlde N, mayor seri la eficiencia de la columna.
d) Factor de capacidad (K'). Es la medida de la capacidad
para retener un solute en la columna; definida por 1la

siguiente expresién:

+ . _EX = tO
X to

8i K' es demasiado bajo, los componentes son eluidos dema-
siado répido, mientras que, si K' es demasiado alto,‘los
componentes son eluidos demasiado lento. La teoria croma~
togr&fica predice que el valor 6ptimo es de 2 a 5, sin
embargo valores de 1 a 10 son aceptables.

e) sSelectividad o retencién relativa (q). Describe 1la
posicién relativa de dos picos adyacentes, y es dgtinido

como:

5

LS

Donde K"z es el factor de capacidad del compuesto eluido en

16 -



dltimo término, si es igual a 1, entonces no hay separacién.
£) Regolucién (R). Es una medida cuantitativa del grado de
separacién obtenido entre dos compuestos.

R= 2(tr, - tr,)
Wb, + WD,
Donde un valor de 1.5 0 mayor representa una separacién basal

de dos picos,

Disolucién.

La disolucién es el proceso por el cual un soluto sbélido
de‘relativamente poca solubilidad entra en solucibnlsg

En los Gltimos afios, la ciﬂética de disolucién de sus-
tancias s6lidas ha suscitado gran atencién, especialmente por
su aplicacién al estudio de medicamentos, relacionando este
procesc con la biodisponibilidad de f&rmacos en el organismo
animal y sobre todo en el ser humano®é,

El estudio y establecimiento de métodos de disoluci6n in
vitro, obedece a la necesidad de disponer de modelos expe-
rimentales que reflejen lo m&s fidedignamente posible las
condiciones in vivo, especialmente aquéllas que bueden
afectar la velocidad de disolucién y, per lo tanto, la
biodisponibilidad de 1los medicamentos en el organismo.
Tumbiéﬁ son Gtiles para predecir las caracteristicas .da
absorci6n de f&rmacos, una vez establecidas las correlaciones.
in vivo - in vitro correspondientes?S.

La prueba de disolucién también puede servir como meca-
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nismo de control m‘;imr.lo para asegurar la uniformidad de.
propiedades en lotes de prv;duccién regulur:"s.

Para determinar la velocidad de disolucién de los fa&rmacos
a partir de formas de dosificacisn s6lidas bajo condiciones
estandarizadas, se deben considerar varios procesos fisico-
quimicos los cuales incluyen: las caracteristicas de humecta-
cién de las formas s6lidas de dosificacién, la capacidad de’
penetracién del medio disclvente dentro de las formas de
dosificaci6n, el proceso de hinchm'niento Y la desintegra-
cién. Wagner propuso el siguiente esquema para el proceso .

implicado en la disolucién de formas sélidas de dosifica-
cibn;15.16,17,18

TOREAS DE
DOSIFICACION
S0LIDAS

QESINTEGIACI O

o1 IO
oisoLUE ION QAT olIECION
CLIMIYADNY CorTmy
FARNMACC BF SOLUCION

Ammoncion
< vive

PARMACO EN SANGRE
PLUIDOS ¥ TEJIDOS

El a clar. que s8i el proceso de

disolucién se encuentra blogueado, la absorcién del féarmaco

no tiene lugar, lo que originar& fallas terapéuticas. Si la
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velocidad de disolucién es lenta o incompleta, el nivel
sanguineo alcanzado con este fArmaco resultar& bajo e

insuficiente para lograr un efecto terapéutico adecuado.

Prueba de Disolucién 16'1?'19'“.

Esta prueba se basa en la determinacién cuantitativa del
principio activo, que se encuentra en soclucién, después de un
determinado tiempo de agitacién de la forma farmacéutica en
un medio de disolucién adecuado.

En 1os‘ documentos oticiales ("Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos (FEUM)*, 5a. edicién y USP XXII) ée des~
criben dos métodos que pueden utilizarse para medir 1a
vel.ocidad de disolucién de formas farmacéuticas sélidas.
Estos métodos oficiales se describen a continuacién.

M&todo 1. Método de la Canastilla Rotatoria

En este método se usa un vaso de disolucién de una
capacidad nominal de 1000 ®ml, de paredes lisas y fondo
redondo, y una canastilla para colocar la muestra 'a ensayar.
Las paredes Yy el fondo de la canastilla est&n constituidas
por una malla de acero inoxidable No. 40. Por su parte
superior ésta va unida a un vAstago de acero inoxidable
conectado a un motor que puede imprimirle velocidades que
fluctGan entre 25 y 200 rpm. La canastilla con la muestra ge
sunerge en el centro de la masa liquida, gue constituye el
medio de disolucién, hasta una profundidad tal que quede

situado a 2.5 ca del fondo del vaso, ver figura 2.1.
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Método 2. Método de ia Paleta.

Se emplea el mismo equipo que en el método 1, excepto que
en vez de la canastilla de disolucién se emplea unu'pa].eta de
3 a 5 mm de espesor y de 83 mm de dismetro, recubierta con un
polimero t_luodarbonado. Eata paleta se sumerge en el liguido
de disolucién de modo que su borde inferior quede a una
distancia de 2.5 cm del fondo del vaso. Las formas farmacéu- '
ticas s6lidas que tienden a flotar en el liquido pueden ser
sumergidas en el medio de disolucidén con algGn metal inerte,
ver figura 2.2.

El medio de disolucién en el vaso debe pamanecer. a una
temperatura constante de 37°C (10.5°C) por medio de un bafio
de agua destilada. El medio o fluido de aisolucisén que se
emplea en los ensayos se especifica en cada wmonografia, asi

como también el volumen a usar.

calibracién de los Equipos.

Con el objeto de garantizar la rdproducibilidﬁd de los
resultados, la USP ha introducido ciertos comprimidos que
poseen una velocidad de disolucién est&ndar garantizada. Hay
dos tipos de calibradores de equipos de disolucién: tabletas
de referencia de tipo desintegrante de prednisona y tabletas
de tipo no desintegrante de &cido salicilico. Un aparato de
disolucién es adecuado para los ensayos si los resultados
obtenidos con cada comprimido se. encuentran dentro de un

rango aceptable para el calibrador empleado en ese equipo.
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Figura 2.1 Canastilla figura 2.2 Paleta

Factores que influyen en la velocidad de disolucisn®.
A. Factbres gue dependen del medio de disolucién:
a) Intensidad de la agitacio6n
b) Temperatura ’
c).conposicibn del medio:
~influencia de la acidez
-viscosidad
-presencia de adsorbentes
-tensién superficial

-sales u otros compuestos.
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B., Factores que dependen del s6lido a disolver:
a) La solubilidad qu'ev depende de:
-la naturaleza quimica (sal, &cido, é&ster, etc.)
-el polimorfismo ‘
-las impurezas.
b) La superficie libre gue depende de:
-el tamafio de particula

-la porosidad.

2.5.2 Aplicacién de la Gromatogi-nf.ln de Liquidos de Alta Resolucién
(CLAR) en la Prueba de Disolucién 17:21, )

La cromatografia de liquidos de alta resolucién es un
método de an&lisis que puede complementar muy bien la prueba
de disolucién; puede detectar cantidades muy bajas de
farmacos, emplea volfimenes de muestra mucho menores que otros
métodos, elimina la interferencia de excipientes, separa y
cuantifica todos los principios activos presentes y permite
monitorear productos de degradacién regularmente.

Una de las m&s importantes ventajas del uso de CLAR es que
se reducen en forma importante los procesos de extraccién y
de limpieza de muestras antes de inyectar ya gque en general,
s86lo se requiere filtrar la alicuota e inyectarla. Los
excipientes salen con el frente del solvente o son separados
cromatogr&ficamente del farmaco de interés.

Otra ventaja, asociada particula te con el ad imiento

de la cromatografia en fase inversa, es el amplio rango de
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fases m6viles de natt.xlralua polar que pueden emplearse on el.
anflisis por CLAR, como son sistemas amortiguadores (buffer)
que permiten la ionizacién de ciertas ;ustmcias con caracte-~
riaticas &cidas o b&sicas logrando asi su andlisis e investi~
gacién en forma préctica y sencilla. Una ventaja m&s es la

capacidad de monitorear sustancias polares directamente.
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3.1 Metodologia analitica para cuantificar loratadina y clorhi-

drato de ambroxol en solucidn.

Se va a partir de una seclucién que contiene en su formu-

lacién 1 mg/ml de loratadina y 6 mg/ml de clorhidrato de

ambroxol.

sistema cromatogré&fico.

1l.-

4.~
5.
6.-

Tom

Instrumento: Cromatégrafo de liquidos Waters, compuesto
por dos bombas No. 510, un inyector automftico WISP 712,
un détector de 1ongitud de onda variable UV/VIS modelo
490E y un integrador modelo 746.

Columna de acero inoxidable de 25 cm x 4.6 mm (DI) de
intercambio catiSnico fuerte (SCX) con particulas de
silica de 10 um de di&metro.

Fase m6vil: Acetato de amonio 0.04M:Ftanol en proporcidn
20:80. Se prepara disolviendo 3.1 g de acetatb de amonio
en 1000 ml de agua. De esta solucién se toman 200 ml y se
mezclan con 800 ml-de etanol. Se ajusta el pH de 1la
mezcla a 4.4 t 0.05 con &cido fosférico. Se filtra 1la
solucién final a través de un filtro de 0.22 um y se
degasifica el filtrado poniendo el matraz en un bafio de
ultrasonido por 10 minutos.

Velocidad de flujo: 2.0 al/min.

Detector: UV a 254 nm.

Velocidad de la carta: 0.25 cm/min.

Volumen de inyeccién: 10 ul.
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Tiempos de Retencién Aproximados

Pico del excipiente 1.7 minutos
Loratadina o 3.2 minutos
Ambroxol 11.2 minutos
Amitribt:ilina ' 19.8 minutos

3.1.2 Reactivos y Soluciones de Referencia.

1.-
2.~
3.~
4.~
5.~

Metanol.

Etanol HPLC.

Acido clorhidrico 0.1N.

Mezcla metanol/&cido clorhidrico 0.1N, proporcio.n 1:1
Patrén Interno. .
Pesar 40 mg de clorhidrato de amitriptilina, sustancia de
referencia y anotar el peso Wi. Tranaferir cuantita-
tivamente a un matraz volumétrico de 50 ml. Disolver b'
llevar a volumen con la mezcla metanol/&cido clorhidrico
0.1N. Mezclar bien.

Solucién de Referencia.

Pesar 25 mg de sustancia de referencia de loratadina y
anotar el peso, Ws. Transferir cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 25 ml. Disolver y llevar a volumen
con la mezcla metanol/&cido clorhidrico 0.1N. Mezclar
bien. Solucién A.

Pesar 150 mg de sustancia de referencia de clorhidrato de
ambroxol y anotar el peso, Wa. Transferir cuantita-

tivamente a un matraz volumétrico de 25 ml. Disolver y



1llevar a volusen ‘_con la mezcla metanol/fcido clorhidrico
0.1N. Mezclar bien. Solucién B.

Transferir con pipetas volumétricas 5.0 ml de Patrén
Interno, 5.0 ml de la Solucién A y 5.0 ml de la Solucitn
B a un matraz volumétrico de 50 ml. Llevar a volumen con

la mezcla metanol/&cido clorhidrico 0.1N y mezclar bien. »

3.1.3 Procedimfento.

1.~

Usando una pipeta volum&trica por expulsién transferir
cuantitativamente 5.0 ml de muestra a un matraz volumé-
trico de 50 ml y anotar el volumen, Vu.

Lavar la pipeta con pequefias porciones de mezcla meta-
nol/&cido clorhidrico 0.1N y adicionar los lavados al
matraz.

Con otra pipeta volumétrica transferir 5.0 ml de Patrén
Interno al mismo matraz. Llevar a volumen con la mezcla
metanol/&cido clorhidrico 0.1N y mezclar bien. Etiquetar
Muestra. ' ’
Inyectar alicuotas de 10 pul de la Muestra y Solucién de
Referencia al cromatSgrafo de liquidos y anotar las &reas

(o alturas) de pico de cada inyeccién.

C&lculos.

Loratadina

a)

Factor Respuesta (K): Usar dnicamente las &reas (o

alturas) de pico obtenidos de las inyecciones de las Solu-
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ciones de Referencia.

As Wi 5 25 50
Ki=57 %% *5¢ " * 5
- As Wi
Ki Alstxo.s
® - Exi

n

Donde:

Ki = Factor Respuesta para cada inyecciénb de Solucién de Re- _
ferencia.

As = Area (o altura) de pico de loratadina.

Al = Area (o altura) de pico de amitriptilina.

Wi = Peso de la sustancia de referencia de clorhidrato de
amitriptilina, mg.

Ws = Peso de la sustancia de referencia de loratadina, mg.

n = NGmero de inyecciones de Solucién de Referencia.

=l
[]

Factor Respuesta promedio.

b) Resultados de la valoracién: Usar Gnicamente las Sreas (o

alturas) de pico obtenidas de las inyecciones de la Muestra.

_A1, As Wi 5 50
mglor./ml—_RxA,xxsoxs x o

O

. ,
mg lor./ml = -% x %,% x -“%u*- x 0.1

Ponde:

A's = Area (0 altura) de pico de loratadina.
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A'i = Area (o altura) de pico de amitriptilina.

Vu = Volumen de muestra tomada, ml.

Clorhidrato de Ambroxol.
a) Factor Respuesta (lg): Usar Gnicamente las &reas (o
alturas) de pico obtenidos de las inyecciones de las Solu-

ciones de Referencia.

.Aa Wi 5 35 50
K= I 50 %56 W *5

x

Ki= A2 %xo.s

' ZKi
n

Donde:

Ki = Factor Respuesta para cada inyeccién de
Solucién de Referencia.

Aa = Area (o altura) de pico de ambroxol.

Ai = Area (o altura) de pico de amitriptilina.

Wi = Peso de la sustancia de referencia de clorhidrato de
amitriptilina, mg.

Wa = Peso de la sustancia de referencia de clorhidrato de
ambroxol, mg.

n = NGmero de inyecciones de Solucién de Referencia.

K = Factor Respuesta promedio.
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b) Resultados de la valoracién: Usar Gnicamente las &reas '(o

alturas) de pico obtenidas de las iny-ecciones de la Muestra.

1 - Aa Wi 5 50
mg clorh.amb./ml = 'Rxﬁxﬁxﬁx_vﬁ
s 1 Ala Wi
mg clorh.amb./ml = — x == x — x 0.1
: / R AL vu

Donde:
A'a = Area (o altura) de pico de ambroxol.
A'i = Area (o altura) de pico de amitriptilina.

Vu = Volumen de muestra tomada, ml.

Metodologia analitica para cuantificar loratadina y clorhi-
drato de ambroxol en tablatas.
Se van a emplear tabletas que contienen 6 mg/tab de

loratadina y 30 mg/tab de clorhidrato de ambroxol.

Sistema cromatogr&fico.
El mismo empleado en la metodologia analitica para la -

solucién.

Reactivos y Soluciones de Referencia.
Los mismos empleados en la metodologia analitica para la

solucién.

Procedimiento.

1.~ Moler 20 tabletas hasta polvo fino.
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Paladx: una porcidp representativa del polvo, equivalente
a una tableta (aprox. 150_mg), anotar el peso, Wu y
transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de
50 ml.

Adicionar 30 ml de la mezcla metanol/dcido clorhidrico
0.1N y 5.0 ml de PatrS6n Interno. Etiguetar: Solucién de
1la Muestra.

Sonicar la Solucidn de la Muestra por 20 minutos y llevar
a volumen con la mezcla metanol/&cido clorhidrico 0.1N. .
Mezclar bien.

Filtrar la Sclucién de la Muestra a través de un ifiltro
de 0.8 um. Etiquetar al filtrado: Muestra.

Inyectar alicuotas de 10 ul de la Muestra y Solucién de
Referencia al cromatégrafo de liquidos y anotar las areas

(o alturas) de pico de cada inyeccién.

C&lculos.

Loratadina

a)

Factor 4Respuesta (K): Usar Gnicamente 1las 4reas (o

alturas) de pico obtenidas de las inyecciones de las Solu-

ciones de Referencia.

{.As W, 5 25, 50
Ki= 37 %%50%%0 s * 5

i = A8, Wi .
K wasxos

rxi
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bonde:

Ki = Factor Respuesta para cada inyeccién de Solucién de Re-~

ferencia.
As = Area (o altura) de pico de loratadina.

Al = Area ko altura) de pico de amitriptilina.

Wi = Peso de la sustancia de referencia de clorhidrato de

amitriptilina, mg.

Ws = Peso de la sustancia de referencia de loratadina, mg.

n = NGmero de inyecciones de Solucién de Referencia,

K = Factor Respuesta piomedio.

b) Resultados de la valoracién: Usar tinicamente las &reas (o

alturas) de pico obtenidas de las inyecciones de 1a Muestra.

1,
mglor./tabs-!'-x—‘-—’x—"—i-xgsau x PP

R Al 50

EFS

, ,
mglor./t:ab=-%x:—f_—x—:—;x0.1x??
X

Donde:

A's = Area (o altura) de pico de loratadina.
At'i = Area (o altura) de pico de amitriptilina.
Wu = Peso de la muestra, mg.

PP = _Peso promedio, mg/tab.

Clorhidrato de Ambroxol.

a) Factor Respuesta (K): Usar Gnicamente las &reas

alturas) de pico obtenidos de las inyecciones de las Solu-
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ciones de Referencia.

JAa W5 25 50
Ki<37"% 356 “%a "5
xx=l‘&x%xo.5
® - ZKi
n

Donde:

Ki = Factor ‘Respuesta para cada inyeccitn de Solucién de Re- )
terencia.

Aa = Area (o altura) de pico de ambroxol.

Ai = Area (o altura) de pico de amitriptilina.

Wi = peso de la sustancia de referencia de clorhidrato de
amitriptilina, mg.

Wa = Peso de la sustancia de referencia de clorhidrato de
ambroxol, m»g. '

n = NGmero de inyecciones de Soluci6én de Referencia.

Factor Respuesta promedio.

b) Resultados de la valoracién: Usar Gnicamente las &reas (o
alturas) de pico obtenidas de las inyecciones de la Muestra.

1,
mgclorh.mb./cab:%xﬁx-gix-s—sax-z—g-xm’

. , .
mg clorh.amb./tab = —; x ‘:Tj‘ x -:—: % 0.1 x PP

Donde:



A'a = Area (0 altura) de pico de ambroxol.
A'i = Area (o altura) de pico de amitriptilina.
Wu = Peso de la muestra, mg.

PP = Peso promedio, mg/tab.

3.3 Metodologia analftica para llevar a cabo la Prusba de
.Disolucién de tabletas gque contienen loratadina y clorhidrate
de ambroxol.
3.3.1 Aparato. ]
1.- Aparato 2 desacrito bajo la Prueba de Disolucién, FEUMSa.
Edicién, p.129, MGA 0291, agitador de paletas.
2.~ Seis vasos de diablucién de 1000 ml.
3.~ Regulador de velocidad variable a SO rpm.
4.~ Bafio de agua a temperatura constante mantenido a 37°C %
0.5%*C.

5.- Filtro de membrana de 0.8 um.

3.3.2 Sistema cromatogr&fico. )
El mismo empleadc en la metcdologia analitica para la

solucién. El1 volumen de inyeccién es de 360 ul.

3.3.3 Reactivos y Soluciones de Referencia.
1.~ Medio de Disolucién.
Acido clorhidrico 0.1 N.
2.~ Solucién de Referencia.

Pesar 28 mg de sustancia de referencia de loratadina y
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anotar el peso, Ws. Transferir cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 100 ml. Disolver y llevar a- volumen
con &cido clorhidrico O.1N. Sol. a

Pesar 33 mg de sustancia de referencia de clorhidrato de
ambr;-éx;al y anotar e]: peso, Wa. Transferir cuantitativa-
mente a un matraz volumétrico de 50 ml. Disolver y llevar
a volumen con §cido clorhidrico 0.1N. Sol. b

Transferir 2.0 ml de la Sol. a y 5.0 ml de 1la Sol. b a un
matraz volumétrico de 100 ml y llevar a volumen con &cido
CIOrl:lIdx.‘ico 0.1N, etiquetar Sol. A. Tomar una alicuota de
5.0 ml de la Sol. A y mezclarla con 5.0 ml de n;etanol.

Agitar bien y etiquetar: Solucién de Referencia.

3.3.4 Procedimiento.

1.-

3.~

4.~

Transferir exactamente 900 ml de Medio de Diaolucfbn .l
cada uno de los seis vascs de disoluciétn.

Poner los vasos en el bafic de agua a temperatura cons-
tante y dejar que el MHedio de Disolucién 1llegue a
temperatura de 37°*C t 0.5°C.

Insertar las paletas en el Medio de Disolucidn.

Poner una tableta en cada uno de los seis vasos de
disolucién y operar el aparato a 50 rpm.

A los 45 minutos, tomar alicuotas de cada vaso. Filtrar -
cada alicuota a través de filtros de membrana de 0.8 um
previamente lavados con Medio de Disolucién. Desechar la

primera porcién de cada filtrado y conservar el filtrado
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remanente. Tomar una alicuota de 5.0 ml de cada filtrado
remanente y mezclar con 5.0 ml de metanol. Agitar bien y
etiquetar: Solucicnes de ‘Huestx-a.

6.- Inyectar alicuotas de 360 sl de las Soluciones de Muestra
y Solucién de Referencia al cromatégrafo de liquidos y

anotar las &reas (o alturas) de pico de cada inyeccién.

Cé&lculos.

Loratadina

a) Relacisén de &reas (6 alturas) (Rs): Usar dGnicamente las
&reas (o alturas) de pico obtenidas de las inycccionei de las

Soluciones de Referencia.

- A8
Rsi WS

Bs - LRed
n

Donde:

Rsi= Relacién de &reas (o alturas) para cada inyeccién de
Solucién de Referencia.

As = Area (o altura) de pico de loratadina.

Wg = Peso de la sustancia de referencia de loratadina, mg.

n = Ndimero de inyecciones de Solucién de Referencia.

RE = Relaci6n de &reas promedio.

b) Resultados de la disolucién: Usar dnicamente las &reas (o

alturas) de pico obtenidas de las inyecciones de las Solucio-
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nes de Muestra.

A's Ns 2 s 900 10 PP
tloz.dis.-yaH 306 X 106 * 36 X wWe X B X 5x100

_ Als 3.6
% lor.disuelto = W 5 x PP

Donde: )

% lor. dis. = Porcentaje de loratadina disuelta.
A's = Area (o altura) de pico de loratadina.

Wt = Peso de la tableta, mg.

PP = Peso promedio, mg/tab.

Clorhidrato de Ambroxol
a) Relacién de &reas (o alturas) (Rs): Usar Gnicamente las

Sreas (o alturas) de pico obtenidas de las inyecciones de
las Soluciones de Referencia.

Aa
Rs.i--i;

%5 - ERsd
n

pPonde:

Rsi= Relacién de &reas (o alturas) para cada inyeccién de
Solucién de Referencia.

Aa = Area (o altura) de pico de ambroxol

Wa = Peso de la sustancia de referencia de clorhidrato de am-

broxol, mg.
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n = Ndmero de inyecciones de la Solucién de Referencia.

Ra = Relacién de &reas promedio.

b} Resultados de la disolucién: Usar tinicamente las &reas (o
alturas) de pico obtenidas de 1las inyecciones de las

Soluciones de Muestra.

% amb, dis. = A2 , _Wa 5 5 , 800 10 . PP

Za ¥ 100 ¥ 100 X 10 ¥ TWE 5 30

:
% amb.disuelto = A2
Aa

Donde:

% amb. dis. = Porcentaje de ambroxol disuelto.
A'a = Area (o altura) de pico de ambroxol.

Wt = Peso de la tableta, mg.

PP = Peso promedio, mg/tab,

Parimetros de 1la. validacién a evaluar.

El criteric de aceptaci6ébn o rechazo de todos los para-
metros analiticos, son los establecidos en la Guia Oficial de
validaclién de Métodos Analiticos editado por la Secretaria de
Salud y el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos

Bidlogos®.

Especificidad.
Para demostrar la especificidad del método propueéto a ser

utilizado en control de calidad y en estudios de estabilidad,
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los placebos de los productos se sometieron a dos condicio-
nes: efecto de la temperatura (70°C) durante 14 dias y a
temperatura ambiente; mientras que los productos se tomaron

a temperatura ambiente y a 35°C después de 18 meses de

al iento. Tr rt.'ido este tiempo, tanto los placebos
como los productos se analizaron para identificar las
respuestas de los principios activos asi como de los exci-
pientes y posibles productos de deg.radacién obtenidos después
de las condiciones a las que fueron sometidos para verificar
que no hay interferencia entre ellos.
X

Tolerancia.

Se evalué llevando a cabo diferentes pruebas para deter-
minar el efecto de la variacién del nGmero de platos tebricos
(NPT), pH, velocidad de flujo y proporcién en la composicién
de la fase m6vil en.ied™tiempos de retenci6n y el factor de
resolucién entre: excipiente y loratadina, loratadina y

ambroxol, asi como ambroxol y amitriptilina.

Linealidad del sistema.

Se realiz6 el an&lisis por dupiicado de soluciones de
referencia de 1loratadina y clorhidrato de ambroxol en el
rango de concentraciones que va del 60 al 140%, considerando
como 100% la concentracién sefialada en el procedimiento del
método analitico. La concentracién de clorhidrato de amitrip-

tilina (patrén interno) fue constante en todas las soluciones
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de referencia. Se éonsmyb una curva de calibracién: de
concentraciéon ve relacién de &reas (o alturas) (principio
activo/patrén interno).

El criterio de aceptacién para este parimetro es un
coeficiente de correlacién (r) 2 0.99 y un coeficiente de

determinacién (r?) = 0.98 6.

Precisiébn del sistema.
Se llevd a cabo realizando seis inyecciones de la solucién

de referencia correspondiente al 100% y evaluando el Factor

' Respuesta obtenido.

Este par&metro se acepta cuando el coeficiente de varia-

cién (CV) s 1.5% 6,

Exactitud del método.

Se adicionaron cantidades variables de solucién de
referencia de loratadina y de clorhidrato de ambroxol a una
cantidad constante de placebo para tener una concentracién
que va del 60 al 140% de la concentracién manejada en el
ensayo. Se llevé a cabo el anAlisis y se obtuvieron los
porcentajes de recuperacién para cada principio activo en
presencia del placebo.

El criterio de evaluacitn de este parfmetro lo constituyen
dos puntos que son: a) cantidad adicionada vs cantidad
recuperada donde se considera la pendiénte ‘(m), la ordenada

al origen (b} y el coeficiaente de correlacién m(rz) como: m &

40



1, b ® 0, r2 2 0.98; y b) porcentaje de recuperacitn:
98-102%, con su respectivo CV < 2% para técnicas cromato-

grat icas®.

3.4.6 Reproducibilidad del método.

Se efectud llevando a cabo el andlisis de tres muestras
diferentes con el 100% correspondiente al ensayo por dos
analistas en dos dias diferentes. Dando un total de 12
muestras ensayadas de las cuales se obtuvo el porcentaje de
recuperacién de cada uno de los activos. v

Este pardmetro debe cumplir con un CV < 2% (técnicas
cromatogréficas) €,

Se puede evaluar la reproducibilidad del método mediante
un an&lisis de vgrianza (ANADEVA) como se muestra en la tabla
I. Este analigis permite conocer las iﬁteracciones entre
analistas, dias y analista-dia. Sin embargo, este tratamiento
estadistico es opcional ya que no constitnye un requisito
ninimo dentro de la validacién®, ‘

Tabla I.
Fuente de | Grados de { Suma de Media de | Foup Fg,o5e
variacién |} libertad | cuadrados | cuadrados
x?lista gla=a-1 SCa Hca-gg:[ lfu-:g:/ Fgla/gle
R e I e e
Error gle= SCe MCe=SCe/ -————— —————
(€) (r~1)ad gle
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Fo.0s« = Los valores de P, o5 se obtienen de la Tabla de
F, localizando el cruce del valor de los grados de
libertad (gl) del numerador horizontalmente y el valor
de los grados de libertad del denominador verticalmen—
te, para una a= 0.05 .

a = nimero de analistas (2)

4 = nGmero de dias (2)

r = nGmero de replicaciones (3)

Linealid'ad de la nmuestra.

Esta prueba tiene como objetive demostrar que el mé&todo
analizado no afecta a la confiabilidad de los resultados
cuando varia el tamafio de la muestra. Para demostrarlo, se

prepararon una serie de muestras de producto terminado con

traciones correspondient al rango del 60 al 140% del
nivel del procedimiento y se valoraron con el mé&todo pr;:pues-
to obteniéndose el porcentaje de recuperacién de cada uno de
los niveles. i

En este puntd se evalGa el coeficiente de variacién que

debe ser menor al 2% §.

Estabilidad de la muestra.
Se determin6 mediante la comparacisn de los resultados de
los anflisis iniciales de seis muestras con los resultados

obtenidos de las mismas muestras después de varios dias bajo

. dos condiciones diferentes: temperatura ambiente y refrigera-
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cién.
La muestra es estable si la media de la muestra con
raespecto a la media del an&lisis inicial se encuentra dentro

del 2% S.
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CAPITULO IV

RESULTADOS



4.1 Validmoién del método de valoracién de solucién de loratadi-
na/oclorhidrato de ambroxol.
4.1.1 Especificidad. .
A continuacidn se presentan los cromatogramas de las
muestras cuyo orden es el siguiente:
Figura 4.1. Est&ndares
a) Loratadina. Concentracién 0.1 mg/ml.
b) Ambroxcl. Concentracién 0.6 mg/ml.
¢) Amitriptilina. Concentraci6én 0.08 mg/ml.
Figura 42 Solucidén de Referencia
Figura 4.3. Disolvente
Figura 4.4. Placebo de loratadina y clorhidrato de ambroxol.
Lote ME-24550~138.
a) Temperatura ambiente
b) 70‘;C durante 14 dias
Figura 4.5. Placebo de loratadina. Lote ME-24550-136.
a) Temperatura ambiente ‘
b) 70°C durante 14 dias
Figura 4.6. Placebo de clorhidrato de ambroxol. Lote ME-
24550-137.
a) Temperatura ambiente
b) 70°C durante 14 dias
Figura 4.7. Solucién de loratadina/clorhidrato de ambroxol.
Lote ME-24545-18.
a) Temperatura ambiente sin patrén interno

b) Temperatura ambiente con patrén interno
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c) 35°C durante 18 meses sin patrén interno

Donde los picos obtenidos corresponden a:
L  Loratadina .
A- Ambroxol .
SI Patrén interno (amitriptilina)
E éxcipientes

con los cromatogramas obtenidos se demuestra que el
método p'ropuést:o es espécifico para el anélisis de solucién
de loratadina/clorhidratoc de ambroxol ya que no hay' inter-
ferencia entre las respuestas obtenidas de los principios

activos, patron interno y excipientes.
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Figura 4.3

Figura 4.2
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FPigura 4.4
Placebo de loratadina y clorhidrato de ambroxol-
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Figura 4.5
Placebo de loratadina
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i‘igurn 4.6
Placebo de clorhidrato de ambroxol
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Figura 4.7
Selucién de loratadina/clorhidrato de ambroxol
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a) Temperatura ambiente sin patrén interno
b) Temperatura ambiente con patxén interno

c¢) 35°C durante 18 meses sin patrén interno.
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4.1.2 Tolerancia. .

Se presenta el factor de resolucién obtenido entre
excipiente (E) y loratadina (L), entre loratadina (L) y
ambroxol (A) y entre ambroxol (A) y amitriptilina (SI) cuando
se variargn diferentes condiciones del sistenma.

Se empled el lote ME-24545-18 de solucién de loratadina y
clorhidrato de ambroxol bajo dos condiciones: temperatura’

ambiente (T) y almacenada a 35°C durante 18 meses (C).

Tabla 4.1 Variacién del NGmero de Platos Tedricos (NPT)

Factor de Resolucién
NPT E/L L/A A/SI
748 2.14 3.75 3.13
T 2680 5.11 8.0% 6.49
2869 6.96 10.58 6.79
748 2.03 3.59 2.96
c 2680 4.69 8,11 6.20
2869 6.81 10.10 6.80

Tabla 4.2 Variacién del pH

Factor de Resolucién
PR E/L L/A A/SIT
4.2 6.09 6.81 6.50
T 4.4% 5.11 8.09 6.49
4.6 2.96 8.19 6.40
4.2 4.89 6.67 6.34
c 4.4% 4.69 8.11 6.20
4.6 3.27 8.23 6.33

53



Tabla 4.3 Variacién en la velocidad de flujo
e —

Factor de Resolucién

ml/min E/L L/A A/ST

1.5 5.61 7.56 6.94

T 2.0% 5.11 8.09 6.49
2.5 4.50 7.66 6.05

1.5 5.36 7.84 6.92

c 2.0 4.69 8.12 6.20
2.5 4.34 7.74 5.97

Tabla 4.4 Variacién en la proporcién

de fase mévil

Etanol: Factor de Resolucién
Buffer E/L L/A A/ST
83:17 4.89 8.18 7.20
T 80:20% 5.11 8.09 6.49
77:23 4.00 6.80 5.36
83:17 5.19 8.15 6.94
c 80:20% 4.69 8.11 6.20
77:23 4.10 7.03 5.19

Como la resolucién es una medida de la separacién de los
picos, podemos sefialar que las condiciones wmarcadas con
asterisco (*) son las Sptimas ya que se logra el equilibrio

entre una buena resolucién y un tiempo de an&lisis no muy

largo.




4.1.3 Linealidad del sistema.
Los resultados se encuentran en las tablas NGms. 4.5 y
4.6, y en las graficas NGms. 4.1 y 4.2.

Tabla 4.5 Linealidad del sistema para loratadina

Conc. de lorat. jRelac. de &reas
] {(ng/ml) L/SI*
60 0.06018 1.0896
80 0.08024 -1.4934
100 0.10030 1.8517
120 0.12036 2.1975
140 0.14042 2.5652

Tabla 4.6 Linealidad del sistema para clorhidrato de

ambrgzol.
Conc. de anmb. Relac. de Areas
3 (mg/ml) A/SI%w
60 0.36006 4.0105
80 0.48008 5.3054
100 0.60010 6.5514
120 0.72012 7.8249
140 0.84014 9.1786

* L/SI Loratadina/Patrén interno (amitriptilina)
*%A/SI Ambroxol/Patrén interno (amitriptilina)
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Gré&fica No. 4.1
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Haciendo el an&lisis de reqresisén lineal considerando
como "x™ la concentracién de los principios activos y como
"y®" la relacién de &reas tenemos:

Loratadina Clorh.Ambroxol

Pendiente (m) 18.2218 10.7113
Ordenada al origen (b) 0.0118 0.1463
Coef. de correlacién (r) 0.9996 0.9999
Coef. de determinacién (r?) 0.9992 0.9998

De acuerdo a los resultados obtenidos para loratadina y
para clorhidrato de ambroxol se considera que el sistema es
lineal, ya que r y r? se encuentran dentro de los limites

sefialados; r 2 0.99 y x? > 0.98.
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4.1.4 Precisién del sistema.
Los resultados se muestran en la tabla No. 4.7

Tabla 4.7 Precisién del sistema.

No.inyeccién Factor Respuesta (K) Factor Respuesta (K)
Loratadina Ambroxol

1 1.4863 0.8683

2 1.4725 - 0.8694

3 1.4764 ) 0.8695

4 1.4685 0.8657

5 1.4653 . 0.8639

6 1.4633 0.8634

Media 1.4720 0.8667

cvV 0.57% 0.32%

El Factor Respuesta es:

Area pico prin.activo Conc.patrén interno
Area pico patrén interno Conc.prin.activo

Un CV menor al 1.5% nos sefiala que el sistema es preciso

para ambos pPrincipios activos.
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4.1.5 Exactitud del método.
Los resultados para exactitud del método se presentan en

las tablas N(ms. 4.8, 4.9 y 4.10 y en las gré&ficas NGms. 4.3

y 4.4.
Tabla 4.8 Exactitud del método para loratadina.
% Loratadina adic. { Loratadina recup. % de
(mg) (mg) recuperacién
60 3.0075 2.9792 99.06
-80 4.0100 4.0033 99.83
100 5.0125 5.0205 100.16
120 6.0150 5.9691 99.24
140 7.0175 7.1061 101.26
Tabla 4.9 Exactitud del método para clorhidrato de ambroxol.
% Clorh. ambroxol Clorh. ambroxol % de
adic (mg) recup (mg) recuperacién
60 18,0075 17.8731 99.25
80 24.0100 24.0964 100.36
- 100 30.0125 30.1018 100.30
120 36.0150 35.8829 99.63
140 42.0175 42.4328 100.99

Tabla 4.10 Exactitud del método

Loratadina Clorh. ambroxol.
m 1.0194 1.0147
b =-0.0942 -0.3756
x? 0.9994 0.9997
Prom.Srec £9.91 100.11
cv 0.88% 0.68%
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Del andlisis estadistico r ivo obt el inter-

valo de confianza para la pendiente (ICa) y para la ordenada
al origen (ICb).

Loratadina Ambroxol
. ICm: 0.9977,1.0411 0.9994,1.0300
ICb: ~0.2230,0.0347 ~0.9185,0.1674

De los resultados para ambos principios activos podemos
sefialar los siguientes puntos: la pendiente (m) y ordenada al
origen (b) son significativamente iguales a 1 y 0 respectiva-~
mente ya que s& encuentran incluidqs en los intervalos de

confianza correspondientes, r? > 0.98; el porcentaje de

r peracién se tra entre 98-102% y su respeétivo CV 5
2%, por lo que se considera que el m&étodo es exacto para el

an&lisis de solucién de loratadina/clorhidrato de ambroxol.
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Reproducibilidad del método.
Los resultados se presentan en las tablas NOms. 4.11,
4.12 y 4.13.
Tabla 4.11 Reproducibilidad del método.

Muestra [ Analista Dia | 8 Loratadina % Ambroxol
1 1 1 106.41 _i08.60
2 1 1 107.56 - 109.17
3 1 1 107.07 108.61
4 ‘2 1 108.56 109.97
5 2 1 111.91 113.27
6 2 1 108.19 109.73
7 1 2 106.83 108.21
8 1 2 105.98 107.25
9 1 2 106.49 -~ 107.89

10 2 2 109.12 111.21
11 2 2 109.62 110,25
12 2 2 110.31 . .110.60
Promedio 108.17 109.56

cv 1.67% 1.51%

Un valor menor al 2% en el coaeficiente de variacién de
ambos principios .activos nos indica que el método de valo-

racién de la solucién es reproducible.
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Tabla 4.12 Tabla de ANADEVA para loratadina.
——— ——

Fuente de ]| Grados de | Suma de Media de ) Fo.0s
variacién | libertad cuadrados | cuadrados
Analista 1 25.1431 25.1431 19.8261 | 38.51
(a) .
Dia 2 0.5300 0.2650 | 0.2089 6,06
(8)
Error 8 10.1455 1.2682 ——— ——

(e)

Tabla 4.13 Tabla de ANADEVA para clorhidrato de ambroxol.

Fuente de | Grados de | Suma de Media de | Fc, Fo.0s

variacisn | 1ibertad cuadrados | cuadrados

Analista 1 19.5075 19.5075 17.3608 | 38.51
(a)
Dia 2 1.6682 0.8341 0.7423 6.06
(8)

Error 8 8.9892 | . 1.1237 ——— ———

(€)

Como Fy < Fgya,gle;0.05, ©1 método analitico es reprodu-
cible por los dol} analistas para los dos principios activos.
Come Fy < Fgia,q10;0.05, ©1 método analitico es reprodu-
cible en distintos dias por un mismo analista para ambos

principios activos.
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4.1.7 Linealidad de la muestra.

Los resultados se muestran en la. tabla No. 4.14.

Tabla 4.14 Linealidad de la muestra.
e ——

% P ién peracién
roced Loratadina Ambroxol
60 106.40 106.45
80 107.65 108.44
100 109.86 110.67
120 106.57 107.05
140 105.95 106.39
Prom. 107.29 107.80
cv --1.46% 1.67%

El coeficiente de vari;cién obtenido (menor al 2%)

demuestra que el método de valoraciSn es lineal en el rango

de concentracién manejado para el an&lisis de loratadina y

para clorhidrato de ambroxol.
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4.1.8 Estabilidad de la muestra.

Los resultados se encuentran en las tablas Nams.

4.16.,

Tabla 4.15 Estabilidad de la muestra para loratadina.

4.15 y

Muestra| % Anal.Inic. % 5 dias T.A. % 5 dias ref.
1 105.30 108.19 107.07
2 106.83 109.25 107.82
3 105.98 108.51 105.55
4 106.49 108.92 108.06
5 109.91 107.65 107.86
6 107 .42 109.11 108.03
Prom. 106.99 108.60 107.40
cv 1.50% 0.56% 0.91%

Tabla 4.16 Estabilidad de la muestra para clorh. de ambroxol.

Muestra | & Anal.Inic. % 5 dias T.A. % 5 dias ref.

1 108.12 109.29 108.87
108.21 110.64 109.62

3 107.25 109.81 106.16

4 107.89 110.07 109.38

5 110.39 108.67 108.64

6 107.71 110.00 108.81
Prom. 108.26 109.75 108.58
cv 1.01% 0.62% 1.14%

De acuerdo a los resultados obtenidos pode.bs sefialar que

1a muestra es estable al menos por cinco dias almacenada a

temperatura ambiente o en refrigeracién.
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4.2 Validacién del método de valoracién de tabletas de lorata-

dina/clorhidratc de ambroxol.

Los parametros de tolerancia, linealidad del sistema y
precisién del sistema no se presentan para tabletas ya que el
sistema cromatogradfico es el mismo que en la solucién y por

lo tanto es valido para ambas formas farmacéuticas.

Especificidad.
Se van a presentar los cromatogramas de las muestras en
el orden siguiente:
Figura 4.8. Estandares
a) Loratadina., Concentracién 0.1 mg/ml.
b) Ambroxol. Concentracidén 0.6 mg/ml.
c) Amitriptilina. Concentracién 0.08 mg/ml.
Figura 4.9. Solucién de Referencia
Figura 4.10. Dig}olvente
Figura 4.11. Placebo dé loratadina y clorhidrato de ambroxol.
Lote ME-24550-142. ‘
a) Temperatura ambiente
b) 70°C durante 14 dias
Figura 4.12. Placebo de loratadina. Lote ME-24550-140.
a) Temperatura ambiente
b) 70°C durante 14 dfas
Figura 4.13. Placebo de clorhidrato de ambroxol. Lote ME-
24550-141.

a) Temperatura ambiente
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'b) 70°C durante 14 dias
Figura 4.1i4. Tabletas de loratadina/clorhidrato de ambroxol.
Lote ME-24545-91.

a) Temperatura ambiente sin patrén interno

b) Temperatura ambiente con patrén interno

c) 35°C durante 18 meses sin patrén interno

ponde los picos obtenidos corresponden a:
L Loratadina
A Ambroxol

SI Patr6n interno (amitriptilina)

con los cromatogramas obtenidos se demuestra gque el
método propuesto es especifico para el anflisis de tabletas
de loratadina/clorhidrato de ambroxol ya que no hay inter-
fencia en las respuestas obtenidas de. los principios activos

y el patrén interno.
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Figura 4.9 Pigura 4.10°
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Figura 4.11
Placebo de loratadina y clorhidrato de ambroxol
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Figura 4.12
Placebo de loratadina
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Figura 4.13
Placebo de clorhidrato de ambroxol
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4.2.2 Exactitud del método.
Los resultados para exactitud del método se presentan en

las tablasg Nams. 4.17, 4.18 y 4.19 y en las gr&ficas NGms.

4.5 y 4.6.
Tabla 4.17 Exactitud del método para loratadina.
% Loratadina adic. | Loratadina recup. % de re-
- (m=g) (mg) cuperacién
60 3.0075 3.0251 100.59
80 4.0100 3.9578 88.70
100 5.0125 4.9629 99.01
120 6.0150 6.0884 101.22
140 7.0175 7.0164 99.98
Tabla 4.18 Exactitud del método para clorhidrato de ambroxol.
% Clorh.ambroxol. Clorh.ambroxol. % de
adic (mg) recup (mg) recuperacién
60 18.0075 17.9906 99.91
80 24.0100 24.2223 100.88
100 30.0125 29.8152 89.34
120 36.0150 36.4273 101.14
140 42.0175 42.1341 100.28
Tabla 4.19 Exactitud del método
Loratadina Clorh. ambroxol.
m 1.0088 1.0078
b -0.0465 -0.1281
x? 0.9990 0.9994
Prom.irec 99.90 100.31
cv 1.06% 0.73%
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Del anflisis estadistico respectivo el inter-
valo de confianza para la pendiente (ICm) y para la ordenada

al origen (ICb).

Loratadina Ambroxol
ICm: 0.9828,1.0348 0.9889,1.0348
ICb: -0.2008,0.1078 -0.7990,0.5428

De los resultados para ambos principios activos podemos
seflalar los siguientes puntos: la pendiente (m) y ordenada al
origen (b) son significativamente iguales a 1 y 0 respectiva-
mente ya que se encuentran incluidos en los intervalos de
confianza correspondientes, R > 0.98; el porcentaje de
recuperacidn se encuentra entre 98-102% y su respectivo CV g
2%, por lo que se considera que el método es exacto para el

analisis de tabletas de loratadina/clorhidrato de ambroxol.
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Reproducibilidad del método.

Los resultados se presentan en las tablas NOms. 4.20,
4.21 y 4.22.

Tabla 4.20 Reproducibilidad dei método.

Muestra | Analista | Dia s Loratadina $_Ambroxol
1 1 1 93.92 99.92
1 1 92.98 97.88
3 1 1 93.06 98.24
4 2 1 892.96 . 96.91
5 2 1 95.03 100.43
3 2 1 93.1% 99.46
7 1 2 96.70 100.41
8 1 2 95.81 99.63
9 1 2 94.80 99.97
10 2 2 93.74 99.75
11 2 2 94,01 98.73
12 2 2 96.55 99.60
Promedio 94.40 99.24

cv 1.45% 1,09%

Un valor menor al 2% en el coeficiente de variaci6n de
ambos principios activos nos indica que el método de valo-~

racién de las tabletas es reproducible.
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Tabla 4.21 Tﬁla de ANADEVA para loratadina.

Fuente de | Grados de | Suma de Media de Feal Fo.05
variacién | l1ibertad cuadrados | cuadrados
Analista 1 0.2670 0.2670 0.2195 8.51
(a)
Dia 2 10.6262 5.3131 4.3675 6.06
(8)
Error 8 9.7319 1.2165 —~———— ————
(e€)

Tabla 4.22 Tabla de ANADEVA para clorhidrato de ambroxol.

Fuente de | Grados de | Suma de Media de Feal Fo.o05
variacién { libertad cuadrados | cuadrados
Analista 1 0.1141 0.1141 0.0922 38.51
(a)
Dia 2 2.8999 1.4499 1.1723 6.06
(8)
Error 8 9.8949 1.2369 ——— ———

(€)

Como F, < Fgja,gle;0.05, €l método analitico es reprodu-
cible por los dos analistas para los dos principios actives.
Como Fyq < Fgyq,g1e;0.05, ©1 método analitico es reprodu-
cible en distintos dfas por un mismo analista para ambos

principios activos.
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4.2.4 Linealidad de la muestra.
Los resultados se muestran en la tabla No. 4.23.

Tabla 4.23 Linealidad de la muestra.

3 % Recuperacién | $ Recuperacitn

proced Loratadina Anbroxol
60 95.83 98.75
80 94.76 97.11
100 93,92 97.91
120 93.87 97.68
140 92.72 96.94
Prom. 94.22 97.68

cv 1.23% 0.74%

El coeficiente de variacién obtenido (menor al 2%)
demuestra que el método de valoracién es lineal en el rango
de concentracién manejade para el anélisis de ambos princi-

plos activos.
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4.2.5 Estabilidad de la puestra.
Los resultados se encuentran en las tablas Nfims. 4.24 y
4.25.

Tabla 4.24 Estabilidad de la muestra’ para loratadina.

Muestra | % Anal.Inic. % 5 dias T.A. % 5 dias ref.

1 93.92 93.72 95.56
2 96.70 93.92 95.51
3 95.81 95.93 92.67
4 94.80 93.92 94.01
5 93.38 96.03 91.79
6 93.23 94.89 91.51
prom. 94.64 94.73 93.51
cv 1.47% 1.11% 1.92%

Tabla 4.25 Estabilidad de la muestra para clorh. de ambroxol.
Muestra | % Anal.Inic. % 5 dias T.A. % 5 dias ref.

1 97.22 97.71 99.66
2 100.41 97.62 99.43
3 99.63 100.07 97.19
4 99.97 87.66 96.74
5 98.05 100.68 96.79
6 97.40 98.83 95.80
Prom. 98.78 98.76 97.60
cv 1.418% 1.36% 1.61%

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos sefialar que
la muestra es estable al menos por cinco dfas almacenada a

temperatura ambiente o en refrigeracién.
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4.3

Validacién de la prusba de disolucién de tadblatas de lorata-
dina/clorhidrato de ambroxol.

La especificidad en la prueba de disolucién no se
presenta ya que se tiene el mismo sistema que en la valora-
cién y se maneja el mismo disolvente. La Gnica diferencia es

el volumen de inyeccién, que se comp con la cor tracién

de las soluciones de referencia y que es equivalente (de
acuerdo al volumen inyectado) al empleado en la valoracién.
Adem&s se inyectd este volumen Y no presentS problemas por lo
que se considera vilida la especificidad dada en la valora-

cién de tabletas.

Linealidad del sistema.

Los resultados se encuentran en las tablas NGms. 4.26 ¥y

4.27, y en las gréficas NGms. 4.7 y 4.8,

Tabla 4.26 Linealidad del sistema para loratadina
conc. de lorat. Area de pico
% (mg/m1)
60 3.348 67644
80 4.464 . 88113
100 5.580 112057
120 6.696 131047
140 7.812 153755
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Tal%: 4.27 Linealidad del sistema para clorh. de ambroxol.
Conc. de amb. Area de pico
] (mg/ml)
60 20.19 239168
80 26.92 318035
100 33.65 397744
120 40.38 474232
140 47.11 551804

Gr&fica No. 4.7
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Grafica No. 4.8
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Haciendo el anidlisis de regresién 1lineal considerandﬁ
como "x" la concentracién de los principios activos y como
ny" el srea de pico tenemos:

Loratadina  Clorh.ambroxol

Pendiente (m) V 19279.2 11611.7
oOordenada al origen (b) 2945.2 5462.1
Coef. de correlacién (r) 0.99958 0.99997
Coef. de determinacién (r?) 0.99910 0.99994

De acuerdo a los resultados obtenidos para loratadina y
para clorhidrate de ambroxol se considera que el sistema es
iineal, ya que r y x? se encuentran dentro de los u.nites‘

sefialados, r 2 0.99 y r? » 0.98.
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4.3.2 Precisién del sistema.

Los resultados se muestran en la tabla No. 4.28.

Tabpla 4.28 Precisitn del sistema.

No.inyeccién Factor Respuesta (Kc¢) Factor Respuesta (Kc)
Loratadina roxol

1 19715770 11805794

2 19685483 11792184

3 19656630 11760029

4 19669354 i 11799940

S 19615949 11803863

6 19605017 11800980

Media 19658034 11793798

cv 0.21% 0.15%

El Factor Respuesta es:

K¢ = _Area de pico del prin.active

Concentracién del prin.activo

De los resultados podemos considerar que el sistema es

preciso para los dos principios activos Ya que el CV es menor

al 1.5%.
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4.3.3 Exactitud del método.
Los resultados para exactitud del método se presentan en

las tablas Nms. 4.29, 4.30 y 4.31 y en las grificas Nams.

4.9 y 4.10.
Tabla 4.29 Exactitud del método para loratadina.
L3 Loratadina adic. | Loratadina recup. % de
(mg) (mg) recuperacisn
40 2.0140 2.0424 101.41
60 3.0210 3.0170 99.87
80 4.0280 3.9945 99.17
100 5.0350 5.0457 100.21
120 6.0420 6.0221 99.67
Tabla 4.30 Exactitud del método para clorh. de ambroxol.
% Clorh. ambroxol | Clorh. ambroxol % de
adic (mqg) recup (mg) recuperacisén
40 12.0951 12,0951 100.73
60 18.0120 18.3707 101.99
.80 24.0160 24.0230 100.03
100 30.0200 29.9955 99,92
120 36.0240 36.1269 100.29
Tabla 4.31 Exactitud del método
Loratadina Clorh.ambroxol.
™ 0.9919 0.9941
b 0.0291 0.2469
r? 0.9998 0.9998
Prom.irec 100.07 100.59
[’ 0.84% 0.84%
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Del an&lisis estadistico respectivo obt

valo de confianza para la pendiente (ICm) y para la ordenada

al origen (ICb).

Loratadina Ambroxol
ICm: 0.9812,1.0025 0.9820,1.0063
ICb: «~0.0111,0.0693 ~0.1247,0.6185

De los resultados para ambos principios activeos podemos

sefialar los siguientes puntos: la pendiente (m) y ordenada al

origen (b) son significativamente iguales a 1 y 0 respectiva-

mente, ya que se encuentran incluidos en los intervalos de

confianza correspondientes, 2 > 0.98; el porcentaje de

recuperacién se encuentra entre 98-102% y su respectivo ¢V g

2%, por lo que se considera que el método es exacto para el

anflisis de la prueba de disolucién de tabletas de loratadi-

na/clorhidrato de ambroxol.
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“4.3.4 Estabilidad de la muestra.
Los resultados se encuentran en las tablas Noms. 4.32 y
4.33.

Tabla 4.32 Estabilidad de la muestra para loratadina.

Muestra Anal.Inic. 3 dias T.A. 3 dias ret.
(% disuelto) (% disuelto) (% disuelto)
1 95.63 96.69 96.72
2 98.15 100.97 98.33
3 98.10 99.01 97.36
4 98.57 99.39 97.81
S 95.39 95.46 96.77
6 94.24 95,07 94.49
Prom. 96.70 97.76 . 96.91
cv 1.85% 2.43% 1.38%

Tabla 4.33 Estabilidad de la muestra para clorh.ambroxol.

Muestra Anal.Inic. 3 dias T.A. 3 dias ref.
{% disuelto) {% disuelto) (% disuelto)
1 92.25 93,29 92.69
2 93.99 95.08 94.21
3 92.99 93.76 93.34
4 90.26 91.11 90.25
5 92.58 93.65 93.97
[ 90.76 91.92 91.20
Prom. 92.14 93.13 92.61
cv 1.52% 1.52% 1.71%

De acuerdo a los resultados obtenidos podémos sefialar que.
la muestra es estable al menos por tres dias almacenada a

temperatura ambiente o en refrigeracién.
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Considerando los resultados obtenidos en la validaciétn del
método de valoraci6én de tabletas y solucién de loratadina y
clorhidrato de ambroxol podemos concluir que:

El método propuesto es especifico ya que no existen interfe-
rencias entre los principios activos, excipientes (en el caso de
la solucién) y el patrén interno. AGn en las muestras gque se
sometieron a condiciones extremas el sistema no detecta la
presencia de productos de degrad;cién que interfieran con las
respuestas de las sustancias de interés.

Las condiciones manejadas en el sistema son las 6ptimas ya
que se combina una buena resolucién con un tiempo de analisis
adecuado. Adem&s se demuestra (con la resolucién) que el método
acepta pequefias modificaciones en las condiciones de operacién y
analisis y por lo tanto el método es tolerante a estos cambios.

El sistema es5 lineal y preciso ya que para los dos
princ.ipios activos el coeficiente de correlacién y el coeficiente
de determinacién son mayores de 0.99 y 0.98 respectivamente,
ademis de tener un coeficiente de variacién (cv) menor‘ al 1.5%.

El método es exacto para los dos principios activos en ambas
formas farmacéuticas puesto gue se obtienen valores de pendiente
significativamente iguales a 1, ordenadas al origen significativa-
mente iguales a cero y ccoeficientes de deteminacién mayores a
0.98. Asi como también porcientos de recuperacién y coeficientes de
variacién (CV) dentro de los limites (98-102% y CV < 2%).

El CV menor al 2% nos sefiala que el método es reproducible en

las formas farmacéuticas manejadas. Ademds, el anélisis de
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varianza (ANADEVA) aclara que el -étodé analitico es reproducible
por los analistas y es reproducible en distintos dias por un mismo
analista.

La muestra presenta un comportamiento lineal en el intervalo
manejado y su estabilidad es como minimo de cinco dias, mantenien~
do la muestra a temperatura ambiente o en refrigeracién bien

tapada.

Respecto a la prueba de disolucisén podemos sgefialar lo
siguiente:

El sistema es lineal y preciso al estar dentro de los limites
para las condiciones manejadas en la prueba (mayor volumen de
inyeccién y concentracién diferente -pero proporcional- a la
valoracién en las soluciones de referencia) cuando se evalGa el
coeficiente de correlacién, coeficiente de determinacidén y
coeficiente de variacién (CV).

Los valores de pendiente, ordenada al origen y coeficiente de
determinacién obtenidos adem&s del porciento de recuperacién y su

-CV nos indican que el método es exacto para los dos principios
activos.

La muestra puede ser analizada sin ningdn problema a los tres
dias de ser preparada ya que es estable si se conserva a tempera-

tura ambiente © en refrigeracién bien tapada.

Como conclusién general podemos sefialar que el presente

trabajo permitié alcanzar 1los objetivos iniciales en forma
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satisfactoria, ya que se ré6 otra ia para emplearse

como patrén interno dentro del método propuesto para la valoracién
cumpliéndose con todos los par&metros de la validacién; ademfs de
aprovechar el sistema empleado en la valoracién para llevar a cabo

la prueba de disolucAién y asi cubrir el otro objetivo propuesto.
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