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Resumen

El propoésito de la siguiente investigacion consistido en el desarrollo y validacion de una metodologia
analitica por RP-HPLC para la determinacion simultanea del clorhidrato de ambroxol y loratadina en
jarabes. El método fue validado de acuerdo a los requerimientos establecidos en el apartado <1225>
de la USP. Las condiciones cromatograficas establecidas para el analisis fueron las siguientes: columna
C-18 (3,9 mm x 150 mm, 5 pm), fase moévil buffer fosfato monobasico de amonio 0,05 M (pH 4,00) y
metanol en proporcion 50:50, pH 3,40 ajustado con acido ortofosférico al 85%, a un flujo de 0,8 mL/
min. Deteccion UV-Visible a una longitud de onda de 248 nm. La metodologia es lineal en un rango de
concentracion entre 0,12 mg/mL a 0,90 mg/mL para el clorhidrato de ambroxol y 0,02 mg/mL a 0,16 mg/
mL para la loratadina. Los resultados demuestran que el método desarrollado es robusto y confiable bajo
las condiciones de analisis, preciso, exacto y selectivo, ya que permite reconocer inequivocamente la
presencia del clorhidrato de ambroxol y loratadina y discriminar la presencia de productos de degradacion.
El método analitico desarrollado y validado se puede aplicar como un procedimiento rutinario para
pruebas de control de calidad.
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Abstract

The purpose of the present study was to develop and validate an analytical method by RP-HPLC for
simultaneous determination of ambroxol hydrochloride and loratadine in syrups. The method was
validated according to the requirements established in section <1225> of the USP. The chromatographic
conditions used in this method were: C-18 column, 3.9 mm x 150 mm, 5 pm, a mobile phase of
monobasic ammonium phosphate buffer 0.05 M (pH 4,00) and methanol (50:50), adjusted with 85%
ortophosphoric acid to a pH of 3.40; a flow rate of 0.8 mL/min, UV-visible detection at wavelength of
248 nm. The methodology is linear over the range of concentration from 0.12 mg/mL to 0.90 mg/mL
for ambroxol hydrochloride and 0.20 mg/mL to 0.16 mg/mL for loratadine. The results show that the
developed method is robust and of trust under the analysis conditions, precise, accurate and selective,
because it allows to unequivocally recognize the presence of ambroxol hydrochloride and loratadine and
to discriminate the presence of degradation products. The developed and validated analytical method
can be applied as a routine procedure for quality control testing.

Key words: ambroxol hydrochloride, loratadine, RP-HPLC, validation

A Laboratorio de Analisis de Medicamentos, Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela.
B Centro de Quimica Analitica, Escuela de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela.
* Correspondencia: Apdo. 40109 - Caracas 1040A, Venezuela. zurimaparra@gmail.com.

102



METODO ANALITICO PARA DETERMINACION DE CLORHIDRATO DE AMBROXOL Y LORATADINA

Introduccion

El ambroxol (trans-4-(2-amino-3,5-
dibromofenil-metil-amino) ciclohexanol) 6
(2-amino-3,5-dibromo-N-(trans-4-hidroxi-
ciclohexil)bencilamina) administrado
como sal hidroclorica (Figura 1) es
usado como expectorante mucolitico
broncosecretolitico en diferentes
preparaciones farmacéuticas (Beeh 'y
col., 2008). Debido a su capacidad para
promover la secreciéon y el aclaramiento
bronquial es comunmente usado para el
tratamiento de enfermedadesrespiratorias
agudas o crénicas asociadas con un
aumento de la producciéon de mucosidad.
Entre los efectos farmacologicos de
ambroxol se incluyen: la regulacion de
mucosidad en las células de la glandula,
el aumento y fabricacion de agente
tensoactivo pulmonar, la supresion de
la replicacion del virus respiratorio, asi
como, efectos anestésicos locales (BPM,
2004).

En aquellos casos en los cuales
los pacientes muestran condiciones
broncopulmonares de origen alérgico,
asociados con tos, que cursen con
aumento de la viscosidad y adherencia de
mucosidad, es requerido un tratamiento
que no solo actue sobre latos sino también
sobre el estado alérgico. Es por ello que

surgen preparaciones farmacéuticas
constituidas tanto por agentes
expectorantes y/o mucoliticos como por
agentes antihistaminicos, empleados
para el alivio sistematico de los procesos
alérgicos respiratorios; asociados o no
con la presencia de mucosidad en el tracto
respiratorio. Siendo la loratadina uno de
los agentes antihistaminicos comunmente
empleado a nivel comercial.

La loratadina (etil-4-(8-cloro-5,6-dihidro-
11H-benzo(5,6)ciclohepta(l,2-b)piridin-11-
iliden-a-piperidincarboxilato) (Figura 1) es
un antihistaminico de accién prolongada,
selectivo de los receptores periféricos
H,, de actividad antagonica. Empleado
en procesos alérgicos tales como rinitis
alérgica, alergia a picaduras de insectos
y/0 medicamentos (Alcantara, 2006). La
loratadina esta desprovista de efectos de
sedacion y anticolinérgicos significativos
sobre el sistema nervioso central y sistema
nervioso autébnomo, debido a que este
farmaco se une a las proteinas plasmaticas
en elevada proporcion y practicamente
no atraviesa la barrera hematoencefalica
(Tello y col., 1997).

La combinacion de ambroxol vy
loratadina, como principios activos
en formulaciones de solucion oral,
es empleada en el tratamiento contra
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Figura 1. Estructura quimica y barrido de

longitudes de onda de

los principios activos

clorhidrato de ambroxol (izquierda) y loratadina (derecha) en un rango de 200 nm a 400 nm
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enfermedades respiratorias, los cuales
presentan una acciéon complementaria al
combinar caracter de un antihistaminico
no sedante de accidon prolongada
(loratadina) y un expectorante vy
mucolitico (ambroxol); indicada para el
tratamiento de pacientes que muestran
condiciones broncopulmonares de origen
alérgico, asociados con tos, en los cuales
se incrementa la viscosidad y adherencia
mucosa, dificultando la permeabilidad de
las vias aéreas (Alcantara, 2006).

La USP 36 (2014), reporta un método
por HPLC para la determinacion individual
de loratadina solucion oral, la cual
establece el uso de columna L11 (30 cm
X 3,9 mm, 10 pm), volumen de inyecciéon
de 10 pL, fase moévil mezcla acetonitrilo:
buffer fosfato monobasico de potasio 6,8
g/L pH 3,0 (30:70). Flujo de 2,0 mL/min,
longitud de onda 254 nm. Temperatura
columna 20-30 °C. Solucién estandar de
5 mg/mL de loratadina en diclorometano,
estandar interno butilparabeno 0,3 mg/mL.
Solucién diluente mezcla de acetonitrilo:
agua (30:70). El tratamiento de la muestra
establece una cantidad equivalente a 10
mg de loratadina, a la cual se adicionan
10 mL de hidroxido de sodio 0,2 Ny 2,0
mL diclorometano. Una vez preparada
esta solucion se procede a centrifugar por
10 minutos, considerando la fase organica
para el analisis de la muestra.

Actualmente, escasas investigaciones
plantean métodos por HPLC para
la determinacion simultanea del
contenido de ambroxol y loratadina en
tabletas, sin embargo, no se presentan
metodologias validadas y estandarizadas
para presentaciones farmacéuticas en
jarabe para la mezcla de componentes
de interés. Los jarabes presentan en su
formulacion farmacéutica preservativos,
excipientes, colorantes, saborizantes
y agentes edulcorantes; la presencia

de este tipo de sustancias podrian
interferir en la determinacion de los
principios activos, asi como afectar los
resultados esperados para este tipo
de formulacién, por tal motivo se llevo
a cabo el desarrollo y validacion de
un procedimiento analitico por HPLC
para la determinacion simultanea del
contenido de clorhidrato de ambroxol y
loratadina presentes en formulaciones
farmacéuticas tipo jarabe.

Materiales y métodos
Equiros

Cromatoégrafo liquido de alta eficiencia,
Waters conformado por: bomba modelo
600E, automuestreador modelo 717
Plus, acoplado a un detector UV-Visible
de arreglo de diodos, modelo 996
PDA. Programa para la adquisicion vy
procesamiento de datos, Millennium?2.
Columna C-18 (3,9 mm x 150mm, 5 pm).
Waters, XTerra.

Balanzas electronicas. Mettler-Toledo,
modelo AG245. Adventurer OHAUS,
modelo AR3130. Las mediciones de pH
fueron realizadas con el pHmetro. Thermo
Electron Corporation Orion, modelo 420A+.

ReacTtivos

Reactivos grado HPLC: acetonitrilo
(Mallinckrodt ChromARHPLC), metanol
(Merck KgaA). Agua 18 MQ, obtenida por
una combinacion de un sistema de pre-
tratamiento y desionizacion. Cascada RO
MK2 -Pall Corporation. Ultrapurificador
Barnstead, NANOpure.

Reactivos grado analitico: fosfato
monobasico de amonio (SIGMA-ALDRICH),
hidroxido de sodio (Merck KgaA), peroxido
de hidrogeno al 35% (Riedel-de Haén),
acido clorhidrico al 37% (Merck KGaA),
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acido fosfoérico al 85% (Fisher Scientific).
PATRONES DE REFERENCIA

Se emplearon patrones secundarios de
referencia, provenientes de materia prima
de alta pureza: clorhidrato de ambroxol,
99,34% de pureza; loratadina, 99,87% de
pureza.

MUESTRAS

Las muestras analizadas corresponden
a productos comerciales en su forma
farmacéutica jarabe, constituidos por
la mezcla de los componentes activos
clorhidrato de ambroxol y loratadina.
Los mismos declaran que cada 5 mL de
jarabe, contienen 5 mg de loratadina
y 30 mg de clorhidrato de ambroxol,
densidad (1,1588 + 0,0003) g/mL, valor
determinado a (25 + 0,2) °C.

PREPARACION DE PATRONES

Se prepararon soluciones estandar
individuales y combinadas de clorhidrato
de ambroxol 0,6 mg/mL y loratadina 0,1
mg/mL, empleando como disolvente,
mezcla de acetonitrilo: agua grado HPLC
en proporcion 30:70.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se pesaron 5,0 mL de solucion oral,
se anadi6 un volumen de 10 mL de
disolvente acetonitrilo: agua en relacion
30:70, seguido de agitacion mecanica por
5 minutos. Se llevé a un volumen final de
50,0 mL con disolvente. Cada solucion
fue filtrada a través de una membrana de
poliamida de 0,2 pm.

OPTIMIZACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

La determinacion de la longitud de
onda de maxima absorcion se realizd

mediante el estudio de los barridos de
longitudes de onda en el rango UV de 200
nm a 400 nm, con un detector de arreglo
de diodos, para ambos principios activos
(Figura 1). Se observa que los maximos
de absorcion de ambas especies se
encuentran proximos, lo que permite el
analisis simultaneo a una longitud de
onda de 248 nm.

La selecciobn de la fase movil
adecuada para el método de analisis
se realizO mediante el desarrollo de
diferentes combinaciones de fase movil,
establecidas a partir de investigaciones
paraelanalisisde unodelos componentes
de interés.

Se obtuvieron resultados satisfactorios
al emplear metanol, proponiéndose la fase
movil compuesta por la mezcla de buffer
fosfato monobasico de amonio 0,05 M y
metanol, ajustado a pH 3,40 = 0,01 con
acido ortofosférico. A pH mayores de 3,4
se genera irreproducibilidad en el tiempo
de retencion para el caso de la loratadina,
esto podria ser atribuido a que la especie
es afectada por variaciones de pH. En
funcion a estos resultados se procedio
a optimizar y evaluar las condiciones
cromatograficas. Seguidamente se
procedié a variar las proporciones de
los eluentes, de mayor a menor fuerza
elutropica. Para ello se estudiaron las
proporciones (40:60, 45:55 y 50:50).

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Las condiciones cromatograficas
establecidas fueron las siguientes:
columna C-18 (3,9 mm x 150 mm, 5
pm) Waters, XTerra, fase movil de buffer
fosfato monobasico de amonio 0,05 M:
metanol en proporcion 50:50, a pH de
3,40 + 0,01 a un flujo de 0,8 mL/min,
detector UV a 248 nm, y un volumen de
inyecciéon de 10 pL.
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VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

La validacion del método se realizo
siguiendo los lineamientos establecidos
para la cuantificacibn de principios
activos en productos farmacéuticos
terminados requeridos por la categoria
I del apartado 1225> de la USP 36
(2014). Los parametros evaluados fueron
los siguientes: linealidad, precision,
exactitud, especificidad y robustez.

ADECUACION DEL SISTEMA

La evaluacion de la repetibilidad
instrumental consisti6 en estudiar la
dispersion de los parametros: tiempo de
retencion y area de pico cromatografico,
asi como los factores cromatograficos:
factor de retencion (k), factor de asimetria
(As) y resolucion (Rs) para las bandas
cromatograficas de los analitos de interés
en una disolucidon estandar combinada
de clorhidrato de ambroxol y loratadina.
Para ello se realizaron 20 inyecciones
consecutivas de la disolucion estandar
bajo las condiciones de analisis.

LINEALIDAD Y RANGO

La linealidad del método y rango de
concentracion fue determinada a partir
de patrones combinados de ambos
compuestos de interés en un rango de
concentracion de 0,12 a 0,90 mg/mL para
el clorhidrato de ambroxol y 0,02 a 0,16
mg/mL para la loratadina. La ecuacion
de la regresion lineal fue calculada para
cada analito y sus respectivas curvas
de calibracion fueron  construidas
trazando el promedio de las areas de la
senal cromatografica en funcion de la
concentraciondel analito correspondiente.
La linealidad de los graficos de calibracion
fue verificada mediante el uso de los
meétodos de coeficiente de determinacion
(R?), analisis de residuales del modelo de

redgresion y la prueba estadistica de falta
de ajuste (F,) la cual permite validar la
linealidad del método. La comparacion de
la linealidad inter-diaria de las regresiones
se realizO mediante los estadisticos de la
funcion de la respuesta lineal y el estudio
de contraste F, para la comprobacion de
la idoneidad del modelo de regresion.

PRECISION
PRECISION DEL SISTEMA

La precision del método analitico se
estudioé sobre el sistema cromatografico,
para ello se evalu6é la dispersion en
los tiempos de retencion y las areas
cromatograficas de inyecciones
consecutivas del estandar nivel 100%
correspondiente a una concentracion de
0,6 mg/mL de clorhidrato de ambroxol y
0,1 mg/mL de loratadina.

REPETIBILIDAD

La precision del método bajo
condiciones analiticas de repetibilidad
(mismoanalista, mismodia, mismoequipo)
fue evaluada mediante la dispersion
de las concentraciones de los analitos
en seis preparaciones homogéneas de
muestra al 100% de la concentracion.
La determinacion del contenido de
clorhidrato de ambroxol y loratadina en
las muestras, fue determinada a partir de
curvas de calibracion.

PRECISION INTERMEDIA

La precision intermedia fue deter-
minada bajo condicionesy procedimientos
del analisis cromatografico reproducida
por tres analistas, empleando el mismo
sistema cromatografico. La cual fue
evaluada mediante la adecuacion del
sistema a partir de una serie de cinco
inyecciones consecutivas de estandar
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y mediante la evaluacion de tres
preparaciones homogéneas de muestra al
100% de la concentracion.

ExAcTITUD

La determinaciéon de la exactitud se
realiz6 segun el método de enrique-
cimiento de muestras con estandar
(Lister, 2005), el cual consiste en anadir
a las muestras una cantidad conocida de
estandar, para obtener tres niveles de
concentracion correspondientes a 80%,
100% y 130% de la curva de calibracion.
Se realizaron nueve determinaciones (tres
réplicas de cada nivel de concentracion);
el porcentaje de recuperacion fue
determinado segun la siguiente ecuacion:

MuESTRA coNTROL: no fue sometida a
ningun tratamiento previo.

Hibrousis Acipa: adicion de 10 mL de
acido clorhidrico 1 N a la muestra. Reposo
durante 7 dias.

Hibrousis ALcaLiNA: adicion de 10 mL
de hidroxido de sodio 1 N a la muestra.
Reposo durante 7 dias.

Oxipacion: adicion de 10 mL de peréxido
de hidrégeno al 10% a la muestra. Reposo
durante 7 dias.

Forousis: la muestra se sometié a la
exposicion de radiacion visible durante 7
dias continuos.

PO?‘CQHt&je de recuperacion = (Cem’iquecida - Csin em"iquecer) * 100/CAnalit0 afiadido

ESsPECIFICIDAD

Laespecificidaddelmétodofueevaluada
mediante estudios de degradacion
forzada en conjunto con la evaluaciéon de
la pureza de pico cromatografico de los
analitos objeto de estudio. Al no poseer
estandares de impurezas y/o excipientes
que permitan demostrar que el ensayo
no es afectado por la presencia de dichas
materiales, se evalud la especificidad del
método mediante pruebas de degradacion
segun lo establecido en el apartado
<1225>, Validacion de procedimientos
USP (2014).

DEGRADACION FORZADA

El procedimiento consistié en pesar 5,0
mL de solucidén oral, en un matraz aforado
de 50 mL, procedimiento realizado para
cada una de las condiciones. Una vez
pesadas, las muestras fueron sometidas a
distintas condiciones de estrés.

TermoLisis: la muestra fue sometida a
calentamiento en un bano térmico de
agua (60,0 + 0,2) °C, durante 4 horas,
procedimiento realizado el dia del analisis
cromatografico.

Una vez culminado el tiempo de
exposicion, cada muestra fue llevada a
volumen con disolvente, adicionalmente
se prepar6 un patron control. La
concentracion de clorhidrato de ambroxol
yloratadinaenlas muestrasy patréon control
fue de 0,6 y 0,1 mg/mL, respectivamente.
Los cromatogramas y los graficos de
pureza de pico cromatograficos obtenidos
fueron estudiados para cada una de las
pruebas.

PUREZA DE PICO CROMATOGRAFICO
La interpretacion de los graficos de

pureza esta relacionada con los valores
del angulo de pureza (PA) y angulo del
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umbral (TH), si PA es mayor que TH, se
presume que hay una coelucion del analito
con una impureza, al existir diferencias
espectrales significativas.

RoBUSTEZ

La evaluacion de la robustez del
método se realizé mediante variaciones
deliberadas de los parametros
cromatograficos, segun el diseno
experimental descrito por Plackett vy
Burman (1946), el cual plantea que los
parametros de validacion se evaluan
utilizando un enfoque de dos niveles
para cada variable que sea puesta a
prueba (Lister, 2005). Segun lo antes
expuesto se estableciéo modificaciones de
+ 0,1 unidades en flujo y pH de la fase
movil + 2% en la composicion de la fase
movil. El efecto de estos cambios fue
evaluado utilizando ocho experimentos,
presentados en la Tabla I. La influencia
de cada parametro sobre el resultado
se determind0 mediante la relacion del
producto de la desviacion estandar del
estudio y la raiz de dos, considerando
diferencias significativas al valor absoluto
de aquellos resultados por encima de este
valor (Quattrocchiy col., 1992).

Resultados y discusion
OPTIMIZACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

En las pruebas A y B correspondientes
a las fases moviles de buffer fosfato
monobasico de amonio y metanol en
proporciones (40:60 y 45:55)% v/v, los
factores de retencion para la especie
menos retenida estan por debajo de
1 (prueba A 0,75; prueba B 0,87), la
condicion C (50:50% v/v) presentdé un
factor de retencion satisfactorio (1,29).
En relacion a lo antes expuesto, la mezcla
buffer fosfato monobasico de amonio
y metanol cumple con el requisito de
adecuacion (k mayor de 1 y menor a 10),
segun el factor de retencion obtenido
mayor a la unidad.

Los resultados obtenidos para los
parametros de tiempo de retencion
y area de pico cromatografico de
los analitos de interés indican una
dispersion poco significativa del conjunto
de datos, al presentar coeficientes de
variacion en los tiempos de retencion
de 0,56% y 0,41% para el clorhidrato de
ambroxol y loratadina, respectivamente.
Asi como coeficientes de variacion
alrededor del 1% en el area de pico,

Tabla I
Configuraciéon de parametros empleados para la evaluacién de la robustez del método
Experimento
Parametro Descripciéon
1 2 3 4 5 6 7 8
Flujo de la fase moévil
A (0,8 + 0,1 mL/min) a | a | a | a | AL A A A
pH de la fase movil
B (3.4 +0,1) b b B B B B b b
Composiciéon de la fase movil

C (50: 50 + 2%)* C C C C C C C C

* Buffer fosfato monobasico de amonio 0,05 M: Metanol (proporcién C: 52:48, c: 48:52).
Las letras mayusculas representan parametros por encima del valor del método.
Las letras minusculas representan parametros por debajo del valor del método.
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Tabla Il
Linealidad del clorhidrato de ambroxol y loratadina. Verificacion de la idoneidad del método
de regresion

Clorhidrato de ambroxol Loratadina
Ecuacion de la R? Fo Ecuacion de la R? Fo
regresion (95%, F4, 104,468) regresion (95%, F4, 104,468)

Linealidad |y = 18809944x | 0,9996 113713 y = 19856273x | 0,9995 59118

dia 1 - 52595 - 22423
Linealidad |y = 19075206x | 0,9997 19078 y = 20414904x | 0,9995 12895

dia 2 -57255 -39241
Linealidad |y = 18589219x | 0,9993 10042 y = 19900582x | 0,9992 7190

dia 3 - 22499 - 3467

R?: coeficiente de determinacion. F,: Prueba estadistica de falta de ajuste

valores que se encuentran dentro de
los limites establecidos para métodos
cromatograficos, la USP (2014) establece
valores menores al 2% (2012).

Los resultados correspondientes a los
factores de retencion para el clorhidrato
de ambroxol y la loratadina fueron 1,29
y 9,00 respectivamente, los mismos son
valores aceptables para una cromatografia
por HPLC (k mayor a 1 y menor de 10).
Por otra parte, las bandas cromatograficas
completamente  resueltas  presentan
valores de asimetria cercanos a la unidad,
valores correspondientes a 1,33 para
el clorhidrato de ambroxol y 1,11 para
la loratadina, lo cual indica una forma

apropiada de las bandas lo que permite
una adecuada integracion de las mismas.

VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA
LINEALIDAD Y RANGO

Las curvas de calibracion concernientes
a la evaluacion de la linealidad presentan
un comportamiento ideal al exhibir
valores de coeficientes de determinacion
de 0,9997 y 0,9995 para el clorhidrato
de ambroxol y loratadina, Figuras 2y 3,
respectivamente. Al evaluar la respuesta
medida y calculada de cada punto de
la curva, del clorhidrato de ambroxol y
loratadina, se observd la ausencia de

18000000
3500000 -
16200000 4 .
8
£ 14400000 - X 0000 1
o™ =
£ 12600000 1 .E 2500000 A
E A
2 10800000 S 2000000 A
& 9000000 4 =
e E 1500000 -
S 7200000 1 y = 19075206x - 57255 s y = 20414904x - 39241
2 5400000 A R? = 0,8997 = 1000000 - R?=0,9995
- -]
g 3600000 - ® 500000 -
<< 1800000 £ .
" . . T " . r .
0.0 02 04 0.6 0.8 10 0.00 0,04 0,08 0.15_:‘ 0,16 0.20
mg/mL Ambroxol HCI mg/mL Loratadina
Figura 2. Curva de calibracién en un Figura 3. Curva de calibracion en
rango de concentraciéon entre 0,12 a un rango de concentracion entre
0,90 mg/mL de clorhidrato de ambroxol 0,02 a 0,16 mg/mL de loratadina
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Tabla III
Comparacion de linealidad inter-diaria del clorhidrato de ambroxol mediante el estudio de
contraste F (estadistico de Fisher) y la hipdtesis estadistica funcion de la respuesta lineal

Parametros de linealidad Prueba de contraste F (Fis, 4= Funcion de respuesta lineal
2,949) (v,= 15, v,= 14, 95%, (@ -ap) /sa (tis=2,14, 95%,
Dia 1 Dia 2 Dia 3 p=0,05) p=0,05)
Ecuacion y= y= y = - q a
dela | 8809943x | 19075206x | 18589219x 2 (gga ? 2 (g}a ;) 2 (gla :1,)) a‘/ao ao/a’
regresion | -52594 | -57255 - 22499 (IR || B bE ) || (b &)
Dia 1
Sy/x 94938 89192 134470 1,13 2,01 2,27 Diaz2 5,63 5,42
Dia 1
Sy, 98832 85198 130331 1,35 1,74 2,34 Dia3 4,69 2,99
Dia 2
S, 47086 48938 73773 1,08 2,46 2,27 Dias 9,93 6,59

S,x: desviacion estandar de la regresion, S
la pendiente, S.: desviacion estandar de la

tendencias marcadas en el residuo, lo que
indica que las curvas presentan un ajuste
lineal. El modelo de regresion lineal simple
es el adecuado para el ajuste de datos.
Dado que estos valores no suministran
informacion directa acerca del ajuste
del modelo de regresion, se realizO una
prueba de falta de ajuste la cual permite

desviacion estandar de
ordenada en el origen

validar la linealidad del modelo de
regresion, en funcion a estos resultados
es posible establecer que el modelo de
regresion lineal es el indicado, al exhibir
Fy > F (v,=4, v,=10, p=0,05) al nivel de
95% (Fy0s 410 =4.,468), Tabla II. Lo que
evidencia una excelente relacion entre
el factor de respuesta y la concentracion

Tabla IV
Comparacion de linealidad inter-diaria de la loratadina mediante el estudio de contraste F
(estadistico de Fisher) y la hipotesis estadistica funcion de la respuesta lineal

Parametros de linealidad Prueba de contraste F (Fs, 4= Funcion de respuesta lineal
2,949) (v,= 15, v,= 14, 95%, (@ -ag) /sa (tiy =2,14, 95%,
Dia 1 Dia 2 Dia 3 p=0,05) p=0,05)
Ecuacion y= y = y= a - -
dela | 19856273x | 20414904x | 19900582 x - 2 (g{a ? 2 (gfa ;) 2 (gfa ;) a'/ao ao/a’
regresion | - 22423 - 39241 3467 (Dia 3) | S (Dia 2) | S (Dia 3)
Dia 1
Sy/x 20380 22817 26786 1,25 1,73 1,38 Dia2 55,26 44,63
Dia 1
Sy 121053 123558 147720 1,04 1,49 1,43 Dia3 4,38 3,01
Dia 2
S, 10109 12517 14697 1,53 2,11 1,38 Dias 41,09 34,99

S,x: desviacion estandar de la regresion, Sg:
la pendiente, S.: desviacion estandar de la

desviacion estandar de
ordenada en el origen
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Tabla V
Precision del sistema

Estandar 100% (0,6 mg/mL ambroxol HCI - 0,1 mg/mL loratadina)

Clorhidrato de ambroxol Loratadina
Inyecciéon Tierppo de. Area . Inyecciéon Tierr.l’po de. Area o
retencion (min) cromatografica retencion (min) cromatografica

1 3,80 11251147 1 16,60 2112919
2 3,79 11360560 2 16,68 2083171
3 3,84 11294451 3 16,54 2065419
4 3,82 11091607 4 16,69 2116474
5 3,82 11106579 5 16,52 2067246
6 3,81 11065748 6 16,67 2070976
7 3,80 11200196 7 16,57 2071933
8 3,77 11230762 8 16,60 2065984
9 3,82 11092439 9 16,64 2072263
10 3,78 11085194 10 16,51 2058138
11 3,77 11211158 11 16,68 2082676
12 3,79 11381651 12 16,51 2053919
13 3,82 11164601 13 16,66 2078008
14 3,82 11087025 14 16,57 2117656
15 3,78 11048604 15 16,58 2117197
16 3,80 11153983 16 16,64 2079261
17 3,83 11125205 17 16,50 2080637
18 3,77 11193166 18 16,67 2064400
19 3,79 11325478 19 16,64 2073454
20 3,79 10956878 20 16,49 2039350

Promedio 3,80 11171322 Promedio 16,60 2078554

Deesst‘gzgﬁ" 0,02 111858 Deesst‘gsgﬁ" 0,07 21850

dentro del rango de concentracion demuestran similitud en la sensibilidad

indicado anteriormente, tanto para el
clorhidrato de ambroxol como para la
loratadina.

La comparacion de la linealidad inter-
diaria de las regresiones se realizd
mediante los estadisticos de funcién
de respuesta lineal y estudio de
contraste F, para la comprobacion de la
idoneidad del modelo de regresion. Los
resultados concernientes a la hipotesis
estadistica funcion de la respuesta lineal,

del método de analisis, valores mayores
a los reportados para un contraste t al
nivel de 95% (p=0,05) y (n-2) grados
de libertad (t,,=2,14), por tanto no
hay diferencia significativa entre las
pendientes del conjunto de datos tanto
de la loratadina como del clorhidrato de
ambroxol (Tablas Il y IV).

La precision de la pendiente evaluada
para las curvas de calibracion mediante
el estadistico de Fisher, estudio de
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Tabla VI
Repetibilidad. Precision del método
Clorhidrato de ambroxol Loratadina
Muestra Tiempo de ) Concentracion | Tiempo de . Concentracion
retencion Area Promedio retenciéon Area Promedio
(min) (mg/ 5 mL) (min) (mg/ 5 mL)
4,30 11058672 18,70 1883407
1 30,3 5,25
4,30 11145939 18,71 1895400
4,31 11013443 18,72 1871608
2 30,2 5,22
4,31 11022207 18,72 1873367
4,31 10809041 18,73 1832912
3 29,6 5,12
4,32 10833662 18,74 1840325
4,32 11082047 18,75 1882663
4 30,3 5,25
4,32 11031581 18,76 1881266
4,32 10824590 18,76 1849137
5 29,7 5,17
4,33 10919587 18,77 1862872
4,33 11058978 18,78 1881669
6 30,2 5,23
4,33 11022637 18,79 1875956
Promedio 4,32 10985199 30,0 18,74 1869215 5,21
Desviacion 0,01 111140 0,03 19147 0,05
estandar
Coeficiente de 0,25 1,01 0,16 1,02 1,00
variacion (%)

contraste F (p=0,05), exponen resultados
que demuestran similitud en la precision
del conjunto de datos, por tanto no hay
diferencia significativa entre las varianzas
del conjunto de datos correspondientes
tanto a la loratadina como al clorhidrato
de ambroxol (Tablas Il y IV).

PRECISION
PRECISION DEL SISTEMA

Los valores de desviacion estandar
relativa, en los tiempos de retencion y
areas de pico cromatografico, tanto para
el clorhidrato de ambroxol como para la
loratadina, presentados en la Tabla V,
son inferiores al 2%, lo cual demuestra
que el método cumple con los criterios
establecidos en la USP (2014) para la
precision del sistema.

REPETIBILIDAD

La evaluacion de la precision del
método basado en la variacion de la
concentracion demostré una desviacion
estandar de 0,30 de contenido de
clorhidrato de ambroxol y 0,05 de
contenido de loratadina en 5 mL de
soluciobn oral, exhibiendo ambos
principios activos coeficientes de
variacion menores al 2% (Tabla VI).
La precision evaluada a través de la
repetibilidad del método se encuentra
dentro de los limites establecidos para
métodos cromatograficos.

PRECISION INTERMEDIA

Los resultados para evaluar la precision
intermedia del método analitico se
muestran en la Tabla VII. Los coeficientes
de variaciobn encontrados presentan
valores menores al 2%, en los tiempos de
retencion y areas de pico cromatografico,
asi como en las concentraciones de
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Tabla VII
Evaluacién de la precision intermedia del analisis cromatografico. Clorhidrato de ambroxol y
loratadina
Clorhidrato de ambroxol Loratadina
Adecuacion del sistema Precision del Adecuacioén del sistema Precision del
cromatografico método cromatografico método
Tiempos de Area Tiempos de Area .
pos ; Ambroxol HCI pos 2 Loratadina
Ensayo retencion cromatografica retencion cromatografica
=~ o ® 3 s ) =)
AN —_ =10 —_ = —_ = —_ —
ES || g8= | |45 s EQ | & 588 | €85 g
e © = £~ s | 2| = :© g g~ S 2
§ 5 < 5= L>) (O O S 5 < 5N 5 U 5
Sn =1 S SN = 1 £
5= [ ) = 5= an =
Analista 1 3,88 05 | 11162498 | 0,7 [ 30,0 05 | 1.8 15,52 0,3 | 2058906 | 06 [483]007| 15
Analista 2 3,88 0,3 | 11233308 | 1,0 [ 302 ]| 0.4 | 1.2 15,65 0,1 2032100 1,0 |491]008]| 1.6
Analista 3 3,90 08 | 11106992 | 1,1 [31,0]| 06 | 1,9 15,82 04 | 2092663 1,1 | 5,06 009 1,8
*tk pom: tiempo de retencion promedio, C,om: concentracion
promedio, S: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion

clorhidrato de ambroxol y loratadina. Se
establece que el método desarrollado
es preciso, con una dispersion de datos
menor al 2%, con lo cual se garantiza
la capacidad del método para dgenerar
resultados reproducibles.

ExacTiTuD

Los resultados correspondientes a los
ensayos de exactitud son presentados

en la Tabla VIII. Para enriquecimientos
entre el 80% y 130%, la exactitud medida
como porcentaje de recuperacion para
el clorhidrato de ambroxol se encuentra
entre 98,9%y 100,4%, y para la loratadina
se encuentra entre 99,2% y 100,7%. Los
resultados presentados como porcentajes
de recuperacion para ambos analitos,
se encuentran dentro de los limites del
criterio de aceptabilidad comprendido
entre 98,0% a 102,0% promedio para

Tabla VIII
Recuperacion del contenido de clorhidrato de ambroxol y loratadina. Evaluacion de la
exactitud del método

Analito Clorhidrato de ambroxol Loratadina
e o | PecEgmeon [ Recwperacon | vy | Mecupemaon [ Recmpetacon T ev g

101,8 101,2

80% 98,3 98,9 2,6 98,3 99,6 1,5
96,8 99,3
100,6 100,9

100% 103,2 100,4 2,9 103,2 100,7 2,6
97.3 98,0
99,9 99,8

130% 98,5 99,4 0,8 98,3 99,2 0.8
99,8 99,7
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Tabla IX Tabla XI
Especificidad del método de analisis. Evaluacién de la robustez del método
Resultados del analisis de pureza de pico
cromatografico en las muestras sometidas a Diferencia de respuestas por
condiciones de degradacion forzada Combinacion parametro
de
. . parametros Clorhidrato Loratadina
Condicion | Clorhidrato de ambroxol Loratadina de ambroxol
(7 dias) PA TH PA TH A 1,89 0,23
Muestra
control 0,811 1,197 0,045 0,225 B 0,32 0,73
C 1,11 0,05
Fotolisi
otolisis 0,923 1,086 0,089 0,228 AR 0.84 0.76
0,813*' | 0,827*! AC 2,08 0,64
Oxidacion 0,061 0,228 BC 2,06 1,00
*2 *2
0.875 0.822 ABC 2,89 2,17
marolsis | 1,043 | 1,244 | 0,074 | 0,226 S*v2 3,60 2,04
Hidrolisis , . -
basica 1,497 0,248 0,409 0,583 Parametros: A flujo de la fase moévil (0,8 * 0,1)
— mL/min, B pH de la fase movil (3,4 *+ 0,1), C
Termolisis 0.817 1,18 0.057 0,246 composicién de la fase movil (50:50 = 2)%.
Nota: el valor en negrilla indica una diferencia
“'Primera derivada, *?’segunda derivada significativa de la media para la combinacion
del analisis de pureza. Nota: los valores de los parametros ABC por encima del
en negrilla indican PA>TH. PA: Angulo producto S*V2, segun el disefio experimental
de pureza, TH: dngulo del umbral descrito por Plackett y Burman (1946)
cada nivel, segun lo establecido en la ICH En las Figuras 4 y 5 se presentan
(Baber, 1994) los cromatogramas y en la Tabla IX
los angulos de pureza (PA) y angulo del
ESPECIFICIDAD umbral (TH), correspondientes a las
Tabla X

Especificidad del método de analisis. Contenido de clorhidrato de ambroxol y loratadina en
las muestras sometidas a condiciones de degradacién forzada

Analito Clorhidrato de ambroxol Loratadina
. Cprom o Porcentaje Cprom o Porcentaje
Condiciones (mg/ 5mL) CV (%) degradaciéon (mg/ 5mL) CV (%) degradaciéon
Muestra 30,2 o1 | .. 4,8 0,2
control
Muestra 30,4 0.2 0,7 4,7 0,6 3.1
control
Fotolisis 28,6 0.5 5,3 4,5 0.5 7,9
Oxidacion 27,2 0,2 9,9 4,5 0,2 6,6
Hidrolisis 31,6 0,3 4,6 4,6 0.1 5,2
acida
Hidrolisis 7.7 0,7 74,5 0,4 3.9 91,7
basica
Termolisis 29,7 0.8 1,6 4,6 0,7 4,1
Cpromt cOncentracion promedio, CV: coeficiente de variacion

114



METODO ANALITICO PARA DETERMINACION DE CLORHIDRATO DE AMBROXOL Y LORATADINA

1,20

1,00

0,80

0,60

AU

0,401

0,20

Fiy 7

] >—Loratadina - 15,264

E
0.00—— : ,\Jl(
4

L L B B [ B B [ B S Sy B N B o S s By B B e
.00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00

Minutes

Cromatograma estandar control
Purity Plot

°-”'};;?}im / \\\m. e J “—\5‘00 g

b T T Tanl T T T Pl " Tl
Martes
PA: 1,104 TH: 1419
——— Peak Ambroxal HCI
Auto Threshokd

AU

Purity Plot
005 pun P E
eshold <3 E e F£0.00

-
o S E
000 —— — == ="

Degrees

B : T T TR
1380 100 1420 1440 1460 1480 1500 1520 1540 1560
Manetes
PA. 0605 TH. 0263
—— Peak: Loatadna

AU
4 g

Purty
Auto Threshoid

0,40
2]

0,20

/_oratacllna -15,166

0,00+

T F v T [ v ¥ LT 4 T T U F i T |‘I\ T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00
Minutes

Cromatograma muestra control

F10.00 g
L §
a0 450 4]

Purity Plot

Purity
Auto Wﬂ / E\
S g ~
360 380

0

AU
2

E T
4,00 420
Minutes
PA: 0,811 TH: 1,197
Peak: Ambroxol HCI
——— Purity
Auto Threshold

0,00
80

Purity Plot

0,04 Purity — 5 Ev000 4
Aulo Threshold / : \\ F 3
s d F &

B

AU

L UL D B e B e By B
14,40 14,60 14,80 15,00 15,20 15,40 15,60 15,80 16,00 16,20
Minutes
PA: 0,045 TH: 0,225

Peak: Loratadina

Purity
—— Auto Threshold

Figura 4. Especificidad del método de anadlisis. Cromatogramas y graficos de pureza de los
picos correspondientes a muestra y estandar control de clorhidrato de ambroxol y loratadina

senales cromatograficas de interés en
las muestras sometidas las pruebas de
degradacion bajo condiciones extremas
de analisis. En las condiciones de fotOlisis,
termOlisis e hidrolisis acida existe una
marcada estabilidad del contenido de
ambos analitos al presentar variaciones
dentro del error del analisis. Dando lugar
a porcentajes de degradacion menores al
10% del contenido en la muestra inicial,
presentados en la Tabla X.

Al evaluar la cuantificacion de los
analitos en la condicion de estrés oxidativo
no se observa cambio significativo en el
contenido de loratadina. Sin embargo, el
contenido de clorhidrato de ambroxol es
menor al obtenido en la muestra control,
(degradacion del 9,9%). Resultado que
establece una mayor inestabilidad del
clorhidrato de ambroxol bajo condicion de
oxidacion. La evaluacion de la pureza de
la senal cromatografica indica la presencia

de producto(s) de degradacion oxidativa
que se superponen al del clorhidrato de
ambroxol, evidenciado en la diferencia
entre el angulo de pureza (PA) y el angulo
umbral (TH) para la segunda derivada,
datos presentados en la Tabla IX.

La condiciobn de hidrdlisis basica
gener0 degradaciones del 74,5% para el
clorhidrato de ambroxol y 91,7% para la
loratadina, resultados que establecen una
disminucion significativa del contenido
de ambos analitos. En medio basico
las moléculas de ambos analitos sufren
alteraciones en su composicion quimica,
generando producto(s) de degradacion.

Los principios activos clorhidrato de
ambroxol y loratadina en presencia de un
agente oxidante como perdxido de hidrégeno
y bajo condiciones de hidrodlisis basica,
tienden a generar productos de degradacion
que interfieren con su cuantificacion.
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Figura 5. Especificidad del método de analisis. Cromatogramas correspondientes
a muestras sometidas a diferentes condiciones de degradacion forzada
RoBuUsTEZ 50:50 + 2, pH 3,4 £ 0,1, y flujo de fase

El método analitico es robusto para
la determinacion de clorhidrato de
ambroxol, incluso bajo la combinacion
de cambios deliberados de las tres
condiciones de analisis estudiadas (fase
movil buffer fosfato monobasico de
amonio 0,05 M y metanol en proporcion

movil 0,8 + 0,1 mL/ min), el resultado
estable un método capaz de soportar
diferentes alteraciones experimentales
sin afectar la determinaciéon del
contenido de clorhidrato de ambroxol.

La evaluaciobn de la robustez del
método analitico para la determinacion
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de loratadina  mostro diferencias
significativas para la combinacion
de cambios deliberados de las tres
condiciones de analisis propuesto (flujo,
pH y composicion de la fase movil
representados como ABC en la Tabla
XI). El método de analisis cromatografico
no es robusto para la determinacion de
loratadina bajo cambios deliberados de
las tres condiciones de analisis estudiadas.
Sin embargo, el método es robusto
bajo cambios simultaneos de una o dos
condiciones de analisis. Los resultados
son presentados en la Tabla XI.

Conclusiones

Se desarroll6 y validé una metodologia
analitica para la determinacion simultanea
del contenido de clorhidrato de ambroxol
y loratadina presentes en jarabes,
bajo las condiciones cromatograficas:
columna C-18 (3,9 mm x 150 mm, 5
pm) a temperatura ambiente, fase movil
compuesta por la mezcla de buffer
fosfato monobasico de amonio 0,05
M, (pH 4,00) y metanol en proporcion
50:50, a pH de 3,40 ajustado con acido
ortofosforico al 85%, flujo de la fase
movil 0,8 mL/min. Deteccién UV-Visible
a una longitud de onda de 248 nm. Se
establecio la linealidad del método en un
rango de concentracion entre 0,12 mg/
mL a 0,90 mg/mL para el clorhidrato de
ambroxol y entre 0,02 mg/mL a 0,16 mg/
mL para la loratadina. La evaluacion de
la precision del sistema, repetibilidad y
precision del método demostraron que el
mismo es preciso, con lo cual se garantiza
la capacidad del método para generar
resultados reproducibles.

El analisis de pureza de pico
cromatografico en las pruebas de
degradacion, dio lugar a diferencias
espectrales en presencia del agente
oxidante peroxido de hidrogeno 'y

bajo condiciones de hidrdlisis basica,
generando productos de degradacion que
interfieren en su cuantificacion. El método
cromatografico desarrollado es selectivo
al permitir reconocer inequivocamente
la presencia del clorhidrato de ambroxol
y loratadina y discriminar la presencia
de productos de degradacion, asi
como distinguir la presencia de otros
componentes en la matriz de la muestra.

El método propuesto para Ila
determinacion del clorhidrato de
ambroxol es robusto y confiable bajo
cambios simultaneos de las tres
condiciones de analisis de fase movil
buffer fosfato monobasico de amonio
0,05 M y metanol en proporcion 50:50
+ 2, pH 3,4 + 0,1, y flujo de fase movil
0,8 + 0,1 mL/min. La determinacion de
la loratadina bajo el método desarrollado
es robusta y confiable bajo cambios
simultaneos de una o dos condiciones de
analisis establecidas.

El método desarrollado para la
determinacion del contenido de
clorhidrato de ambroxol y loratadina en
jarabes es selectivo, preciso y lineal en el
rango de concentraciones establecidas.
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