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Validacion de una prueba limite para anélisis de loratadina en un jarabe para uso pediatrico
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Resumen

Se desarrollé y validd6 como prueba limite, un método simple y rapido por cromatografia en capa
delgada para su aplicacion al seguimiento de la estabilidad quimica de la loratadina presente en un
jarabe para uso pediatrico en fase de desarrollo. Se utilizaron como soportes placas recubiertas con
silica gel G 60 F 254, 10 uL de muestra y revelado fisico bajo la luz UV a 254 nm. Se evaluaron tres
posibles sistemas de disolvente, seleccionando la combinacion B: acetato de n-butilo: tetracloruro de
carbono: acido acético: acetonitrilo 3:6: 0,2:3 (v/v) como la de mejores resultados frente a los
excipientes de la formulacion, capaz de detectar diferencias entre la intensidad de las manchas
principales entre 90 y 100 % de concentracién. Posteriormente se evalué la especificidad del método
seleccionado frente a los posibles productos de degradacion generados en condiciones forzadas. Se
detectaron manchas adicionales atribuibles a degradacién en medio basico de la loratadina y al efecto
de la exposicién a luz natural por siete dias. No se degradd en las restantes condiciones ensayadas
la loratadina ni los excipientes. Se obtuvo 1 ug de limite de deteccién de forma reproducible entre las
tres réplicas experimentales. Se evalud la posible influencia de la temperatura y la luz en la
estabilidad fisica y quimica de la formulacién desarrollada, una vez acondicionada en el envase
primario (frasco de vidrio &mbar con tapas de polipropileno) a través de un estudio de pre-estabilidad
en muestras de jarabe de tres lotes elaborados a escala de laboratorio (LO01, LO02 y L0O03), por un
periodo de 60 dias. La temperatura no afecté de forma significativa a corto plazo al jarabe en estudio.

El envase utilizado sirvi6 como barrera protectora frente a la incidencia de la luz natural.

Palabras clave: loratadina, cromatografia en capa delgada, prueba limite, validacién

) e o e o e o ¢ o e o e o . o o o
23


http://www.rcfa.uh.cu/
mailto:yaniasp@ifal.uh.cu

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias / www.rcfa.uh.cu ISSN 2411-927X / Vol. 5/ No. 2 — 2019
Enero —Junio
OO OO OO OO SO OO OO OO SO OO OO OO OO oD SO0

Validation of a limit test for loratadine analysis on a syrup for children

Abstract

It was developed and validated as limit test, a simple and fast method through thin layer
chromatography for his application to the follow up of the chemical stability of the loratadine present
on a syrup in development stage for children usage. As support were used chromatographic plates of
silica gel G 60 F 254, 10 uL of sample and physical reveled under UV light at 254 nm. Three possible
dissolvent systems were evaluated, selecting the combination B: N-butyl acetate, carbon tetrachloride,
acetic acid, acetonitrile 3: 6: 0.2: 3 (v/v) as the one with better results in presence of the formulation
excipients, capable of detecting differences between the intensity of the principal spots between 90
and 100 percent concentration. Posteriorly, was evaluated the specificity of the selected method
against the possible degradation products generated on forced conditions. Additional spots were
detected, attributable to degradation on basic mean of loratadine and the effect of exposure to natural
light for seven days. Neither the loratadine nor the excipients degraded on the remaining tested
conditions. 1 ug of limit of detection in a reproducible form was obtained among the three experimental
samples. The possible influence of temperature and light in physical and chemical stability of the
developed formulation was evaluated, once conditioned on the primary container (amber glass flask
with polypropylene lid) through a pre-stability study on syrup samples of three batches elaborated at
laboratory scale (LO01, LO02 and L003), during a 60 days’ period. The temperature didn’t significantly
affect the studied syrup at short term. The used container functioned as a protection barrier from the
incidence of natural light.

Key words: loratadine, thin layer cromathographic, limit test, validation

Introduccion
En Honduras las enfermedades respiratorias se han convertido en la principal causa de enfermedad y
muerte de los nifos menores de cinco afos. Hasta el 2016, la Secretaria de Salud, a través del
departamento de Vigilancia de la Salud, contabiliz6 més de 733 casos de enfermedades respiratorias
en menores de cinco afios.! Entre las mas frecuentes se destacan: neumonia, bronquitis, las
enfermedades alérgicas como la rinitis y el asma. 2345 ©
La Universidad Nacional Autonoma de Honduras (UNAH) aprobd el proyecto de creacion del
Laboratorio Farmacéutico Universitario (LFU) con el propésito principal de cubrir la demanda de
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medicamentos del sistema nacional y asi suplir las necesidades del Hospital Escuela Universitario,

principal centro asistencial del pais. “La UNAH prevé que el 75 % de los medicamentos de la lista del
cuadro basico de medicamentos que necesita la Secretaria de Salud de Honduras, sean producidos
por el LFU a mediano plazo. & Dentro de estos medicamentos esenciales esta incluido el jarabe de
loratadina 5 mg / 5 mL, para uso pediatrico,® aunque también se formula como solucién oral y
tabletas.'%!!
La loratadina es un farmaco desarrollado en 1988 por los laboratorios farmaceéuticos Schering-Plough
12 ampliamente utilizado en jarabes para el tratamiento y profilaxis de alergia estacional y urticaria en
nifios mayores de dos afios de edad. '* Pertenece al grupo de antihistaminicos Hi: de segunda
generacion conocidos generalmente como antihistaminicos no sedantes.
En Honduras, la loratadina se distribuye ampliamente en diferentes presentaciones comerciales
provenientes de 19 laboratorios productores *°, de los cuales, diez son nacionales (aproximadamente
el 53 %); de ellos, 16 comercializan jarabes de loratadina (84 %). Estos resultados reflejan la
importancia y demanda de este producto a nivel nacional. Por esta razon, en el LFU recientemente se
desarroll6 un jarabe para uso pediatrico ¢ el cual debe ser analizado a través de técnicas indicadoras
de la estabilidad quimica, disponibles en la UNAH. Aunque la tendencia es emplear métodos
instrumentales como la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR), la cromatografia gaseosa
(CG) en la evaluacion de pureza y de las sustancias relacionadas de la loratadina en las monografias
oficiales %11, también se refiere el uso de cromatografia en capa delgada (CCD) de alta resolucién '
y convencional 1%1! con fines cualitativos en la materia prima y productos terminados.® Otros autores
recomiendan el uso de CCD acoplada a densitometria con fines cuantitativos para la determinaciéon
simultadnea de loratadina y parabenos presentes en diferentes formulaciones de jarabe °; o como
técnica indicadora de la estabilidad quimica en lotes industriales de tabletas de loratadina.?°
Teniendo en cuenta las ventajas de la CCD vy la factibilidad de aplicacién en el control de rutina del
jarabe de loratadina desarrollado en el LFU para uso pediatrico, en la presente investigacion se
propuso como objetivo desarrollar y validar un método por CCD como prueba limite para el estudio de
pre-estabilidad de la formulacion en estudio.

Materiales y métodos

Seleccién del procedimiento

Teniendo en cuenta la revision bibliogréfica realizada sobre el uso de la CCD en el analisis de
loratadina en formas farmacéuticas 1 ¥20 y Ja composiciéon de la formulacién desarrollada ¢, se
procedié a evaluar las condiciones cromatogréficas en diferentes variantes de métodos por CCD (A, B

y C), las cuales se diferenciaron en la composicion de la fase movil.
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Las condiciones cromatogréaficas empleadas se describen a continuacion:

Fase estacionaria: Placas de aluminio de 20 cm x 20 cm, recubiertas con silica gel 60 F,_, (Merck).

254
Fase movil A: éter etilico: dietilamina 40:1(v/v) 1°

Fase movil B: acetato de n-butilo: tetracloruro de carbono: &cido acético: acetonitrilo 3:6: 0,2:3 (v/v) °
Fase movil C: metanol: acetonitrilo 90:10(v/v) 2°

Deteccion: Luz UV a 254 nm

Volumen de muestra: 10 uL

Preparacion de la solucion de referencia (SR 100 %): Se pesaron con exactitud 25 mg de loratadina

material de referencia de trabajo (MRT) y se transfirieron a un volumétrico de 100 mL. Se disolvié con
ayuda de etanol y agitacion para obtener una concentracion de 0,25 mg/mL (100 %).

Preparacion de la solucion de referencia (SR g %): Se pesaron con exactitud 22,5 mg de loratadina

MRT y se transfirieron a un volumétrico de 100 mL. Se disolvié con ayuda de etanol y agitacion para
obtener una concentracién de 0,225 mg/mL (90 %).
Preparacion _de la _muestra: Se tomé una muestra previamente homogenizada de jarabe de

loratadina* de 2,5 mL y se transfirié a un volumétrico de 10 mL. Se enras6 con ayuda de etanol y se
agito hasta total homogenizacion.

*Se aplico el mismo procedimiento para la preparacion de una muestra de jarabe placebo

Corrida cromatografica:

1. Las camaras fueron previamente saturadas de forma independiente durante 25 minutos con cada
fase movil (A, By C).

2. Se aplicaron volimenes iguales (10 uL) de cada SR y de la muestra a aproximadamente 15 mm
del extremo inferior de cada placa cromatografica y se dejaron secar.

3. Se realiz6 el corrimiento cromatogréafico hasta las % partes de la placa en cada fase movil y se
extrajo cuidadosamente la placa de la cdmara cromatogréfica, identificando el frente de
disolvente.

4. Una vez seca al aire la placa, se procedidé a observar bajo la luz UV los resultados obtenidos,
identificando cuidadosamente cada mancha.

5. Se determinoé el Factor de retardo (Rf) utilizando la expresion:

Rf = dc/df
Donde:
dc: Distancia desde el punto de aplicacion hasta el centro de la mancha.

df: Distancia desde el punto de aplicacion hasta el frente de disolvente.
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Criterio_de aceptacion: La mancha correspondiente a la loratadina en la muestra debe coincidir en

localizacién (Rf) con la mancha obtenida para la SRie %, libre de interferencia de manchas
secundarias. La intensidad de la mancha principal atribuible a la loratadina en la muestra debe ser
superior a la obtenida con SRgg .

Se compararon los resultados obtenidos con cada fase movil (A, B y C) segun los criterios de
aceptacion y se seleccion6 la fase movil a utilizar en los estudios de validacion, a partir de la mayor
resolucién entre las manchas, su mejor forma y apariencia.

Validacion del método como prueba limite

Teniendo en cuenta el uso previsto para este método, se clasific6 como de la categoria Il (prueba
limite). 2 22 Por esta razén requirié la evaluacién de la especificidad y del limite de detecciéon al
método seleccionado previamente.

¢ Evaluacion de la especificidad

Previo a la evaluacion de la especificidad fue necesario degradar el ingrediente farmacéutico activo
(IFA): la loratadina y el placebo, con el objetivo de obtener los posibles productos de degradaciéon en
condiciones forzadas.

Degradacion del IFA

Se someti6 la loratadina materia prima (IFA), a las condiciones de estrés recomendadas en la ICH
Q1A (R2). 2 Las condiciones degradativas aplicadas fueron las siguientes:

e Termdlisis: Se colocé una porcion de 50 mg de loratadina materia prima en una capsula de

porcelana y se sometié a calentamiento a 100 £ 5 °C durante una hora en la estufa Corning
PC-620D (Estados Unidos). Posteriormente se disolvié en 50 mL de etanol.

e Hidrdlisis neutra: Se disolvieron 50 mg de IFA en 50 mL de etanol. La muestra se sometié a
reflujo* durante una hora.

e Medio &cido: Se disolvieron 50 mg de IFA en 25 mL de etanol y se afiadieron 25 mL de HCI
1mol/L. La muestra se someti6 a reflujo* durante una hora.

e Medio basico: Se disolvieron 50 mg de IFA en 25 mL de etanol y se afadieron 25 mL de
NaOH 1mol/L. La muestra se someti6 a reflujo* durante una hora.

e Oxidacion: Se disolvieron 50 mg de IFA en 50 mL de etanol y se trasvas6 a un vaso de
precipitado de capacidad 100 mL. Se afiadieron tres gotas de H.O.. La muestra se colocé en
Barfio sonicador Branson modelo 2800 (Estados Unidos) durante una hora.

e Luz natural. Se disolvieron 50 mg de IFA en 50 mL de etanol. La muestra se coloc6 en un tubo
de ensayo de cristal transparente con tapa y se expuso a la luz solar directamente durante

siete dias.
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*Para las muestras sometidas a reflujo, se empled un balén de capacidad 250 mL previamente tarado

y protegido de la luz (para descartar el efecto de la misma en la posible degradacién), un
condensador de bolas de boca esmerilada y mangueras de silicona. La temperatura fue suministrada
por una plancha eléctrica Corning PC-620D (Estados Unidos). Finalizado el reflujo, las disoluciones
resultantes una vez alcanzada la temperatura ambiente, se verificaron por pesada para comprobar
que no se habia perdido muestra durante el procesamiento aplicado. Se utilizé la balanza analitica
OHAUS, modelo Explorer PRO (Suiza).

Todas las muestras sometidas a condiciones de estrés se trasvasaron a vasos de precipitado. De los
filtrados se colectaron alicuotas de 2,5 mL que se trasvasaron a volumétricos de 10 mL. Se enraso
con etanol y se agit6 para lograr homogenizacion. Posteriormente se filtraron por papel Whatman 2 y
se utilizaron como muestras en la CCD.

Degradacion del placebo Se degradaron placebos térmicamente en una estufa Corning P-620D

ajustada a 45 + 5 °C durante 7 dias.

Procedimiento: Se puntearon en la cromatoplaca 10 puL de la SR de loratadina (0,25 mg/mL)
equivalente al 100 % y 10 uL de la SR de loratadina (0,225 mg/mL equivalente al 90 %). Ademas, se
aplicaron 10 pL de cada una de las muestras de IFA degradadas en condiciones forzadas descritas
con anterioridad. En la misma placa, se aplicaron 10 puL de la solucion etandlica resultante de
procesar placebos del producto antes y después de la degradacion térmica (2,5 mL de placebo en 10
mL de etanol). En cada caso se determind el factor de retardo (Rf).

Criterios de aceptacion: Se verificd la capacidad del método para detectar la presencia del IFA libre

de interferencias de los componentes de la matriz y de los posibles productos de degradacion del
farmaco y de los excipientes; a partir de la diferencia en Rf de cada mancha detectada. Se comparé
visualmente la intensidad de las manchas de las SR de loratadina equivalentes al 100 % y al 90 %. El
método se considerd valido como prueba limite si se detectaron diferencias entre las mismas.

e Evaluacion del limite de deteccidn

Se preparé una solucién de loratadina a concentracién de 1 mg/mL en etanol. Se puntearon en una
misma placa volumenes de 20, 10, 5, 2 y 1 pL respectivamente y se realizé la corrida cromatogréafica
de igual forma a la descrita con anterioridad. Se examiné la placa bajo luz UV y se determiné la
minima cantidad de analito detectada en estas condiciones, lo cual defini6 la seleccion del limite de
deteccion (Ld). El resultado obtenido se comprobd experimentalmente, realizando por triplicado la
corrida cromatografica de una muestra equivalente a la concentracién seleccionada como Ld y

verificando su correcta deteccién bajo luz UV.
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Estudios de pre-estabilidad de la formulacién desarrollada

Se aplicaron condiciones de reto para evaluar la posible influencia de la temperatura y la luz en la
estabilidad fisica y quimica de la formulacién desarrollada, una vez acondicionada en el envase
primario. Para ello se colocaron muestras envasadas en frasco de vidrio ambar con tapas de
polipropileno provenientes de los tres lotes de jarabe elaborados a escala de laboratorio (LO01, LO02
y L003), por un periodo de 60 dias en una estufa ajustada a 40 + 0,5 °C. Las muestras se colocaron
bien tapadas y se analizaron transcurridos 0, 7, 14, 21, 30, 45y 60 dias.

Los analisis realizados fueron:

o Propiedades psicofisiolégicas: Se transfirieron 50 mL de la muestra a un vaso para
precipitados de 100 mL. Por observacion visual se evaluaron los aspectos siguientes:
apariencia, color y olor y se compararon con los criterios de aceptacion (liquido transparente
de color ligeramente viscoso y de olor caracteristico). Ademas, se observé la presencia de
cristales, opalescencia o cualquier otro sintoma de inestabilidad fisica.

o pH: Una vez calibrado el equipo de medicion de pH, se transfirieron aproximadamente 30
mL de la muestra de ensayo a un vaso de precipitado de 50 mL de capacidad. El equipo se
estandariz6 entre cada lectura con soluciones tampones de pH 4 y 7. Todas las
determinaciones analiticas se realizaron por triplicado. Se determiné la media (X), la
desviacion estandar (D.E) y el coeficiente de variacion (C.V). Criterio de aceptacion: pH: 2,5 —
3,5 10

. Densidad aparente: Se tomaron tres picnémetros de 100 mL previamente calibrados con
agua destilada a 25 °C (mu20) Yy vacios (my). Posteriormente, se enrasé cada picnémetro con
las muestras (formulaciones a evaluar), previamente atemperadas a 25 °C (mn) y se peso en

balanza analitica.?* 2> 25 El valor de la densidad (g/mL) se determiné mediante la expresion:
M_-M
Densidad = m - I\\//I d 5
H,0 v 2
Donde:
dw20: Densidad del agua a 25 °C
Mu20: Masa en gramos del picnémetro con agua a 25 °C
m,: Masa en gramos del picnémetro vacio a 25 °C
Mm: Masa en gramos del picnémetro con la muestra a 25 °C
Se determind por triplicado, La densidad aparente se determind por triplicado y se calculé X, D.E y
C.v.
Criterio de aceptacion: 1,180y 1,370 1°
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° Andlisis de loratadina por CCD como prueba limite: Se analizaron muestras de 2,5 mL del

jarabe procesadas segun se describi®6 con anterioridad, utilizando las condiciones
cromatogréficas descritas para el método B. Se defini6 como criterio de aceptacion que la
mancha de loratadina en la muestra corresponda en localizacion (Rf) con las manchas de las
SR de 100 % y 90 % respectivamente. La intensidad no debe ser inferior a la observada para
la mancha de loratadina presente en la SR equivalente al 90% y cualquier otra mancha
secundaria debe tener un Rf diferente a la mancha principal.

Andlisis_de los resultados del estudio de pre-estabilidad: El analisis integral de los resultados

cuantitativos obtenidos no debe revelar cambios significativos durante el periodo de estudio (pH y
densidad aparente) respecto a los criterios de aceptacion establecidos. La apariencia del jarabe no
debe cambiar respecto a la descripcion realizada a la formulacién recién elaborada y la presencia de
loratadina en la formulacién identificada por CCD, no debe ser inferior al 90 (prueba limite).
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Resultados
En la Tabla | se presentan los resultados obtenidos al realizar las corridas cromatograficas con los
tres sistemas de disolventes ensayados.
Tabla |. Resultados obtenidos (Rf) al realizar las corridas cromatograficas con los tres

sistemas de disolventes ensayados

Muestra Sistema A Sistema B Sistema C
Loratadina SR 100 % 0,44 0,46 0,58
Loratadina SR 90 % 0,44 0,46 0,58
Placebo 0,41 0,63 0,57
Jarabe 0,42 0,46 0,57
0,63

Como se pudo observar, solo con el sistema de disolventes B, se logr6 discriminar entre la respuesta de la
loratadina y el benzoato de sodio utilizado como preservo en el jarabe, mostrando diferencias apreciables entre
las manchas en cuanto a Rf (resultados no mostrados). Las manchas identificadas fueron de forma adecuada (sin
deformacién) con intensidad diferente entre las dos SR utilizadas. EI comportamiento fue reproducible al
ensayar placebos y muestras de jarabe y a su vez, concordantes con lo reportado por Popovi¢ y col, 2007 1°. A
partir de estos resultados se continud el estudio solo con el sistema de disolventes B.

En la Tabla Il se presentan los resultados obtenidos en la evaluacién de la especificidad del método
por CCD seleccionado (Método B) cuando se analizaron muestras degradadas en las diferentes
condiciones estudiadas para la degradacion del IFA. Como se observa, se obtuvo degradacion de la
loratadina por efecto del medio basico y la luz natural (7 dias).

Se pudo afirmar que el método por CCD seleccionado (Método B) fue suficientemente selectivo no
solo frente a los excipientes de la formulacién capaces de dar respuesta analitica bajo la luz UV, sino
gue ademas la seleccién de las condiciones cromatograficas, aseguraron suficiente resolucién entre
el analito y sus posibles productos de degradacién generados en condiciones forzadas. De ahi que
permita el seguimiento de la estabilidad quimica de la formulacion en estudios preliminares de
estabilidad.
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Tabla Il. Resultados obtenidos en la evaluacion de la especificidad frente a posibles productos

de degradacion del método B por CCD

Muestras Dc (cm) Df (cm) Rf

Loratadina SR 100% 3,20 7,00 0,46
Loratadina SR go% 3,20 7,00 0,46
Placebo 4,40 7,00 0,63
IFA sometido a termolisis 3,10 7,00 0,44
IFA sometido a hidrdlisis neutra 3,20 7,00 0,46
IFA sometido a medio acido 3,20 7,00 0,46
IFA sometido a medio basico 2,10 7,00 0,30

3,20 7,00 0,46
IFA sometido a oxidacion 3,10 7,00 0,44
IFA sometido a luz natural 2,10 7,00 0,30

3,20 7,00 0,46
Placebo sometido a degradacion térmica 4.30 7,00 0,61

dc: Distancia desde el punto de aplicacién hasta el centro de la mancha.
df: Distancia desde el punto de aplicacion hasta el frente de disolvente.

Rf: Factor de retardo

El método se consideré valido como prueba limite ya que se lograron detectar diferencias entre las
manchas. Este resultado fue de gran valor, pues al obtener manchas cuya intensidad sea inferior a la
SR de 90 %, significa que la muestra fue inestable en la condiciéon evaluada. En ninguna de las
muestras analizadas la mancha atribuible a la loratadina tuvo menor intensidad que la SR 90 %.

El dltimo parametro analizado fue el Ld. Se confirmé que el método fue suficientemente sensible, ya
gue se detectaron de forma reproducible las manchas correspondientes al puntear en la placa el
menor volumen ensayado (1 uL), equivalente a un Ld de 1ug.

Una vez validado el método por CCD, se procedio a evaluar el impacto de la temperatura y la luz
natural en la estabilidad quimica de la loratadina presente en la formulacién desarrollada. De igual
forma se determinaron otros parametros indicadores de la estabilidad de la formulacion: propiedades
psicofisiolégicas, pH y densidad aparente, los cuales no mostraron cambios significativos durante el

periodo evaluado. El comportamiento fue muy similar entre los tres lotes analizados (Tablas Il - V).

) e o e o e o ¢ .o e o o . o o
32


http://www.rcfa.uh.cu/

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias / www.rcfa.uh.cu

ISSN 2411-927X / Vol. 5 / No. 2 — 2019

o o o e | o e o ) ) ) o )

Enero — Junio

Tabla lll. Resultados del estudio de pre-estabilidad Lote LO01

Dias Pruebas cualitativas y | Muestras expuestas a | Muestras expuestas a
semicuantitativas laluz natural la temperatura

(ambas**) Densidad Densidad

pH* aparente* pH* aparente*
(9/mL) (9/mL)
0 Cumple 3,1 1,260 3,2 1,261
Cumple 3,2 1,261 3,2 1,261
14 Cumple 3,1 1,262 3,1 1,260
21 Cumple 3,2 1,260 3,1 1,260
30 Cumple 3,1 1,261 3,1 1,260
45 Cumple 31 1,260 3,0 1,260
60 Cumple 3,0 1,260 2,8 1,260

*Los resultados son la media de tres determinaciones

** Por su coincidencia se reflejaron los resultados de las muestras expuestas a la luz y la temperatura

de forma simultanea
Tabla IV. Resultados del estudio de pre-estabilidad Lote L002

Dias Pruebas cualitativas y | Muestras expuestas a | Muestras expuestas a
semicuantitativas laluz natural la temperatura

(ambas**) Densidad Densidad

pH* aparente* pH* aparente*
(9/mL) (g/mL)
0 Cumple 3,3 1,260 3,3 1,261
7 Cumple 3,2 1,261 3,3 1,260
14 Cumple 3,3 1,262 3,2 1,260
21 Cumple 3,3 1,260 3,2 1,260
30 Cumple 3,1 1,261 3,2 1,260
45 Cumple 3,1 1,260 3,1 1,259
60 Cumple 3,2 1,262 3,3 1,261

*Los resultados son la media de tres determinaciones

** Por su coincidencia se reflejaron los resultados de las muestras expuestas a la luz y la temperatura

de forma simultanea
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Tabla V. Resultados del estudio de pre-estabilidad Lote L003

Dias Pruebas cualitativas y | Muestras expuestas a | Muestras expuestas a
semicuantitativas laluz natural la temperatura

(ambas**) Densidad Densidad

pH* aparente* pH* aparente*
(9/mL) (9/mL)
0 Cumple 3,0 1,260 3,1 1,262
Cumple 3,0 1,261 3,1 1,262
14 Cumple 3,1 1,262 3,1 1,262
21 Cumple 3,0 1,261 3,0 1,261
30 Cumple 3,1 1,262 3,0 1,261
45 Cumple 3,0 1,261 3,0 1,261
60 Cumple 3,0 1,262 3,0 1,261

*Los resultados son la media de tres determinaciones
** Por su coincidencia se reflejaron los resultados de las muestras expuestas a la luz y la temperatura
de forma simultanea
Todas las formulaciones mantuvieron la misma apariencia en el tiempo, es decir, se mantuvieron
inalteradas las propiedades psicofisioldgicas. La primera columna de cada tabla (Il V) refleja ademas
el cumplimiento de otros tres criterios: la correspondencia de una Unica mancha de igual Rf que SR
100 % al realizar el analisis por CCD, la ausencia de manchas secundarias y la intensidad de la Gnica
mancha identificada bajo la luz UV superior a SR g0 %. LOS resultados se mostraron una Unica vez ya
gue fueron coincidentes entre lotes, pero también entre exposiciones (luz natural y temperatura).
Ni el pH ni la densidad aparente mostraron diferencias apreciables en el tiempo para ninguno de los
lotes, conservando los parametros en el rango deseado. El analisis integral de los resultados
obtenidos por las diferentes pruebas en las condiciones de almacenamiento, permitié afirmar que la
formulacion desarrollada se mantuvo estable durante 60 dias a 40+ 0,5 °C, una vez envasada en
frascos bien tapados de vidrio &mbar.

Discusion
La CCD resulta un método recomendado para seguir la estabilidad quimica de analitos en productos
en fase de desarrollo. En el caso particular de la loratadina en jarabe, Popovi¢ y col **y Chavhan y col
20 proponen sistemas cromatograficos basados en el reparto de la loratadina entre una fase
estacionaria de elevada polaridad (silica gel) y fases méviles de diferentes grados de polaridad que

contribuyen a la determinacion simultanea de la loratadina y sus posibles productos de degradacion y
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los agentes preservantes mas usados en estas formulaciones (benzoato de sodio, metil vy

propilparabeno)!?. La deteccién usualmente se realiza con revelado fisico teniendo en cuenta las
ventajas frente al revelado quimico cuando los analitos presentan cromoforos en su estructura.

Se procedi6 a desarrollar un método por CCD que permitiera evaluar la presencia del analito libre de
interferencias de sus posibles productos de degradacion y demas componentes de la formulacién
(excipientes) como una técnica indicadora de estabilidad, simple, répida y disponible en el LFU. En la
etapa de desarrollo de la presente investigacion no fue posible contar con otros métodos
cromatogréficos cuantitativos como CLAR, por lo que la aplicacion se limité a una prueba limite. A
través del método por CCD se puede detectar la presencia de posibles productos de degradacién y
por comparaciéon de la intensidad de la mancha principal en las muestras, correspondiente a la
loratadina, con una referencia equivalente al 90 %, es posible definir en etapas de seguimiento del
producto en desarrollo, hasta cuando la formulaciébn se mantiene estable quimicamente. La
posibilidad de detectar visualmente las diferencias en cuanto a intensidad entre las manchas de SR
100 % Y SR 90 9% bajo la luz UV, constituyd un aspecto fundamental teniendo en cuenta el uso previsto
para este método.

El benzoato de sodio, fue el Unico excipiente (preservante) capaz de dar respuesta analitica al ser examinado bajo
la luz UV, debido a la presencia de cromoforos en su estructura.

Los estudios de estrés permiten dilucidar la estabilidad intrinseca de un analito y forman parte de la
estrategia a seguir cuando los productos de degradacion de un farmaco no son conocidos. A su vez,
son de un valor inestimable para la validacion de los métodos analiticos y emplean condiciones mas
severas que las pruebas de estabilidad acelerada. Se seleccionaron las condiciones degradativas
sugeridas por la Guia ICH Q1A (R2), 2003 23: temperatura, hidrélisis en diferentes rangos de pH,
medio oxidante y luz. Para la evaluacién del efecto de la luz no se contaba con los instrumentos
requeridos para los estudios de fotosensibilidad, por lo que se utilizé la luz natural. Solo se omiti6 la
evaluacion del efecto de la humedad, ya que se trata de una formulacién liquida.

En general, los resultados obtenidos en la obtencion de posibles productos de degradacion fueron
concordantes con lo referido en la bibliografia consultada!®. Se encontraron referencias relacionadas
con la necesidad de proteger al IFA de la luz ', la degradacién en medio &cido y basico. ?"* % No se
detect6 degradacién en la practica frente al medio acido, lo cual se atribuyé a que las condiciones
degradativas aplicadas no fueron suficientes para generar la degradacién en este medio. Una
situacion similar se present6é para el medio oxidante. Sin embargo, se observo la aparicién de una
mancha secundaria a menor Rf (0,30) para medio basico y efecto de la luz. Estos resultados

concordaron con los de Chavhan y col, 2013 %°,
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La concentracion de 1 ug establecida como Ld, se obtiene en la préactica cuando en la muestra

existieran aproximadamente 0,4 % de loratadina, cantidad muy baja de analito, por lo que el Ld se
consider6 adecuado para el objetivo propuesto.

El andlisis de la estabilidad quimica por el método desarrollado y validado en este trabajo, al menos
de forma preliminar, brinda una informacion muy valiosa que posteriormente debe ser confirmada en
estudios de estabilidad definitivos. Le permiten al formulador tomar decisiones sobre la necesidad de
realizar mejoras a la formulacién o cambios en los envases utilizados, o lo que seria mejor, confirmar
que la formulacion en estudio resulta estable en condiciones de reto a corto plazo.

El efecto de la temperatura no afecté de forma significativa a corto plazo al jarabe en estudio, aunque
esto se debe confirmar posteriormente en los estudios de estabilidad definitivos. De igual forma, el

envase utilizado sirvié6 como barrera protectora frente a la incidencia de la luz natural.
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