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RESUMEN

Dos métodos analiticos para la cuantificacién de lo-
ratadina en tabletas fueron validados. El primero con-
siste en una determinacion espectrofotométrica a 276 nm
y HC1 0.1 N como medio. La ley de Lambert -Beer se
cumple en el intervalo de 6.0- 34.0 mcg/ mL (r =
0.9999; C.V. = 0.84 %). El porcentaje de recuperacion
fue del 99.32%. El método se empleo posteriormente en
el estudio de uniformidad de contenido y prueba de di-
solucién para tabletas de loratadina.

El segundo método consta de una extraccién con
etanol y determinacién por HPLC empleando como pa-
trén interno diltiazem (30 mcg/ mL), una columna C18
y como fase mévil acetonitrilo: metanol: dietilamina al
0.02% (ajustada a pH 2.5 con H3POs) en proporcién
50:20:30, a un flujo de 1.2 mL /min y deteccién espec-
trofotométrica a 247 nm. La gréfica fue lineal de 10 a
50mcg/mLconr =0.9907y C.V. 1.42%. El porcentaje
de recuperacién fue del 100.3%. El método HPLC fue
empleado en la valoracion de loratadina en tabletas.

Palabras claves: Loratadina, cromatografia liquida
de alta eficiencia, espectrofotometria UV, validacién.

SUMMARY

VALIDATION OF THE ANALYTICAL
METHODOLOGY FOR THE QUALITY CONTROL
OF LORATADINE TABLETS

Two analytical methods for the quantification of lo-
ratadine in tablets were validated. The first consists of
a spectrophotometric determination at 276 nm and HCIl
0.1 N as solvent. The Lambert -Beer law is obeyed on
the interval of 6.0- 34.0 mcg/ mL (r = 0.9999; C.V.=
0.84 %). The recovery as percentage was 99.32%. This
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method was employed thereinafter in the study of content
uniformity and dissolution test for tablets with loratadine.

The second method involves extraction with ethanol
and determination by HPLC employing diltiazem as in-
ternal standard (30 mcg/ mL). The method use a C18
column and acetonitrile: methanol: diethilamine 0.02%
(50:20:30) adjusted to pH 2.5 with H3PO4 as mobiie
phase. With a flow of 1.2 mL /min and detection at 247
nm, the graph was linear of 10 to 50 pg/mL, r = 0.9907
and C.V. 1.42%. The recovery for loratadine was
100.3%. HPLC method was employed in the assay of
loratadine in tablets.

Key Words: Loratadine, high performance liquid
chromatography, UV spectrometry, validation.

INTRODUCCION

La loratadina, etil-4 -(8cloro-5,6-dihidro-11 H-ben-
zo [5,6] ciclohepta [1,2-b] piridin-11-iliden-1-piperidin
carboxilato), Figura 1, es un antihistaminico H; usado
oralmente, desprovisto de efectos de sedacién y antico-
linérgicos significativos sobre el sistema nervioso cen-
tral (SNC) y sistema nervioso auténomo(SNA) (1,2).
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Figura 1. Férmula estructural de la loratadina
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Aunque la loratadina es un firmaco no oficial en las
farmacopeas internacionales (3,4), se han reportado di-
versos métodos de cuantificacion en fluidos bioldgicos
que incluyen cromatografia de gases (5,6) y cromato-
grafia liquida de alta eficiencia (7). Adicionalmente, se
reporta en la literatura un radioinmunoensayo para su
aplicacidn en estudios de biodisponibilidad (8).

Técnicas espectrofotométricas de absorcién al ultra-
violeta (9) y al visible (10) han sido establecidas para la
cuantificacion de loratadina en tabletas.

El propésito de este trabajo es presentar los resulta-
dos de dos métodos analiticos validados para cuantificar
loratadina (10 mg) en tabletas no recubiertas, empleando
el método espectrofotométrico de absorcion al UV para
pruebas de uniformidad de contenido y prueba de diso-
luciéon y el método HPLC para la valoracién de dicho
principio activo.

PARTE EXPERIMENTAL

Equipos

En la validacién del método analitico por espectro-
fotometria ultravioleta, se empled un espectrofotémetro
UNICAM UV 2- 100 UV/VISIBLE Yy utilizando como
solvente HCI 0.1N.

El sistema cromatogréafico empleado consistié de un
cromatografo liquido Perkin Elmer con mddulo de se-
leccién para cuatro solventes, bomba de inyeccién Per-
kin Elmer LC serie 410 y detector espectrofotométrico
Perkin Elmer LC 95 operado a 247 nm. La sefial cro-
matogréfica fue registrada con un integrador Perkin El-
mer LCI 100.

Como fase moévil, preparada diariamente, se empled
una mezcla acetonitrilo: metanol: dietilamina al 0.02%
ajustadaapH2.5+0.1 con H3PO40.05 M en proporcién
50:20:30.

Todas las operaciones se desarrollaron isocratica-
mente a un flujo de 1.2 ml/min, temperatura ambiente
y a una presion de 1300 psi; el volumen de inyeccién
utilizado fue de 20 pL.

Reactivos-Patrones

Los diferentes reactivos empleados (4cido clorhidrico,
icido fosférico, agua destilada); asi como los solventes
organicos (etanol, dietilamina),fueron calidad reactivo
analitico. El acetonitrilo, el metanol y el agua utilizada
en el método cromatogréfico fueron calidad HPLC so-
metidos a filtracion a través de una membrana Milipore
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de 0.45 mm y degasificacién en bafio ultrasonido durante
30 minutos.

Se utiliz6 un patrén de loratadina (potencia 99.21 %)
y un patrén interno de diltiazem (potencia 100%).

Soluciones Estdndar

Método UV: Se prepard por triplicado una solucién
de loratadina en HCI 0.1 N de concentracién 145.5
mcg/mL. A partir de estas soluciones, se tomaron vo-
limenes que aseguraran concentraciones comprendidas
entre 5.82 y 29.10 mcg/ml completando a volumen con
HC10.1 N y midiendo la absorbancia de estas soluciones
a 276 nm. Con estos valores se construyo la curva de
calibracion de absorbancia versus concentracion.

Método HPLC: Se prepararon soluciones etanélicas
de loratadina (250 mcg/mL) y de diltiazem de (750
mcg/mL). Alicuotas que permitieron concentraciones
entre 10 y 50 mcg/mL de loratadina fueron tomadas de
las soluciones estindar y llevadas a volimen final con
etanol. En todos los casos, la concentracién final del
patrén interno fue de 30 mcg/mL.

Procedimiento de Extraccion

A mezclas de excipientes adicionadas de loratadina,
se agregd el solvente seleccionado para cada método;
luego de agitar durante 10 minutos, y completar a volu-
men, las soluciones se filtraron a través de papel de filtro
cualitativo y se utilizaron luego para obtener las respec-
tivas concentraciones mencionadas anteriormente.

La prueba de uniformidad de contenido se evalud
siguiendo el criterio de la USP XXIII (3) y aplicando el
procedimiento de extraccién y cuantificacién propues-
tos. Los ensayos de disolucidn se efectuaron en el equipo
N° 1 de la USP XXIII (3), a una velocidad de 50 + 1
rpm; medio de disolucién HCI 0.1 N, tiempo de 30
minutos y operando a 37 *+ 1°C. A cada una de las
muestras provenientes de las diferentes pruebas se les
determind la cantidad de loratadina disuelta por la me-
dida de la absorbancia a una longitud de onda de 276
nm y posterior interpolacidn en la curva de calibracién.

En la valoracién de principio activo por HPLC, las
tabletas fueron pesadas individualmente, colocadas en
un morteroy llevadas a polvo fino mediante maceracion.
Al equivalente en peso de una tableta se le realizo el
proceso de extraccion y cuantificacion citados anterior-
mente, siempre trabajando por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Método UV

El espectro de absorcidn de la loratadina en HCI 0.1
N, muestra una absorcién médxima a una longitud de
onda de 276 nm ; igualmente el espectro de la extraccion
de los excipientes de las tabletas, demuestra la especifi-
cidad del método frente a ellos.

Enla Tabla 1, se presentan los datos de absorbancia
a las diferentes concentraciones de loratadina para las
tres réplicas empleadas en el criterio de linealidad. La
evaluacién de los estadisticos de la regresion permiten
establecer una correlacion positiva entre la concentra-
cién y la absorbancia dado que el coeficiente de regre-
si6n lineal (r = 0.9999) presenta un ajuste lineal.

El valor hallado para la pendiente (b = 0.0249), nos
indica que la recta no es paralela al eje de las abcisas.
Ademads presenta una buena correlaciéon dentro de con-
centraciones y un valor de ordenada (a = 8.87x10%) no
significativamente diferente de cero, descartindose asi
la presencia de un error constante debido al blanco.

Tabla 1. Linealidad del sistema UV

Concentracion Absorbancia
meg/ml R1 R2 R3
5.82 0.1437 0.1434 0.1428
11.64 0.2932 0.2928 0.2930
17.46 0.4390 0.4391 0.4392
23.28 0.5800 0.5806 0.5804
29.10 0.7256 0.7255 0.7242

Los resultados de precisién y exactitud originaron
la siguiente informacidn:

1. Para la repetibilidad del sistema, al ser el coefi-
ciente de variacidn inferior al 1.5 % se establece la buena
precisioén del sistema instrumental (11).

2. En la determinaci6n de la repetibilidad del méto-
do, se encontré un C.V. de 0.59%, valor que se encuen-
tra dentro de los limites establecidos para métodos es-
pectrofotométricos (11), indicando la buena precisién
del método propuesto.

3. La medida de la precision de los resultados del
método UV efectuado sobre la misma muestra pero en
diferentes condiciones (diferente analista y diferente
dia), se evalud a través del coeficiente de variacién y
andlisis de varianza ANAVA (11), el cual demostr6 que
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el método analitico es reproducible por los analistas al
igual que por un mismo analista en diferentes dias.

4. El porcentaje de recuperaciéon como medida de la
exactitud(11), evaluado a tres niveles de concentracion
de principio activo, mostr6 una recuperacion promedio
de 99.32% conun C.V. de 0.97 %.

El método validado permiti6 su aplicacion en pruebas
de uniformidad de contenido y prueba de disolucién obte-
niendo porcentajes de loratadina siempre superiores al 90%.

Método HPLC

Las condiciones cromatograficas fueron selecciona-
das para asegurar una adecuada separacion de la lorata-
dina y el patr6n interno en condiciones isocraticas y bajo
consumo de solventes (12). La adiciéon de una amina
alifatica a la fase mévil (13), permitié mejorar la simetria
del pico.

Los tiempos de retencion bajo las condiciones croma-
togréficas propuestas fueron 3.12 min para el diltiazem
(patrén interno) y 4.50 min para la loratadina, con una
resolucion de 2.824 (C.V. 0.393 %) indicindonos una se-
paracién del 100% (13). En estas condiciones se observa
que el perfil cromatografico del extracto de los excipientes
muestra la especificidad del método frente a ellos.

Las respuestas de dreas y alturas por variacién de la
concentracion presentan alta tendencia a la linealidad;
sin embargo, se opté por trabajar en el desarrollo de la
validacién con relacion de alturas por presentar un coe-
ficiente de correlacion mayor. Ademds, se ha reportado
una mejor precision midiendo la altura en lugar del 4rea
(14) siempre y cuando los picos sean simétricos y las
condiciones de operacién se mantengan constantes.

Las curvas de calibracidon obtenidas para linealidad
del sistema y del método en el intervalo de 10 a 50 mcg/
mL demostraron convergencia al origen, diferencia sig-
nificativa entre concentraciones y no diferencia signifi-
cativa dentro de concentraciones (Fig. 3y 4).

La precision evaluada a través de la repetibilidad del
sistema, del método y reproducibilidad del método, se
encuentra dentro de los limites establecidos para méto-
dos cromatograficos (13,15). Asi, para la variacion en-
tre dias (reproducibilidad) se presenta una recuperacion
promedio de 99.88% y un coeficiente de variacion del
1.23%, con lo cual se garantiza la operabilidad del mé-
todo independientemente de la variable.

La exactitud del método evaluada a través de los
estadisticos G de Cochran y t de Student (13,15), mostrd
que el método es exacto, siendo el porcentaje de recu-
peracion de loratadina del 100.3 %.
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Figura 3. Linealidad del sistema
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Figura 4. Linealidad del método

Careciendo de productos de semisintesis, la lorata-
dina fue sometida a condiciones de degradacion artifi-
cial, tales como hidrdlisis acida y oxidacién con el fin
de evaluar la selectividad del método. La hidrélisis 4cida
fue la tinica reaccién quimica que produjo una alteraciéon
en la estructura de la loratadina; encontrdndose que el
método cromatografico propuesto permite separar el
subproducto de hidrélisis de la loratadina, con tiempos
de retencién de 3.37 y 4.50 minutos respectivamente.

El método cromatogrifico HPLC, demostré ser
confiable en la valoracién de principio activo en tabletas
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(9.96 mg de loratadina por tableta, equivalente al 99.6%
de la cantidad etiquetada, paran= 12y C.V.=1.02 %).

CONCLUSIONES

1. Como condiciones para la cuantificacién de lora-
tadina por espectrofotometria ultravioleta se estableci
HCI1 0.1N como solvente y una longitud de onda de 276
nm; con un valor de absortividad de 24.96 + 0.112.

2. El método espectrofotométrico al ultravioleta es
lineal, preciso, reproducible, exacto y selectivo dentro
de un intervalo de concentraciones de 6.0 a 34.0
mcg/ml.

3. Las condiciones cromatograficas para el anilisis
de loratadina por HPLC son fase mdvil acetonitrilo:
metanol: dietilamina al 0.02% ajustada a pH 2.5 con
H3PO4 (50:20:30), patrén interno diltiazem 30 mcg/ml,
columna LiChrocart RP-18, Sum (119 mm x 4 mm
D.1.), deteccion 247 nm, flujo 1.2 ml/min, volumen de
inyeccion 20 pl y 18°C temperatura de la columna.

4. El método cromatografico HPLC optimizado es
lineal, preciso, reproducible , exacto y selectivo en un
rango de concentraciones de 10 a 50 mcg/ml.

5. El método ultravioleta permite la cuantificacién
de loratadina en tabletas en pruebas de uniformidad de
contenido y prueba de disolucién.

6. El método cromatogréfico es aplicable en la iden-
tificacién y cuantificacion de loratadina en el ensayo de
valoraci6n de principio activo, no requiriendo de com-
plejos sistemas de extraccién y separacidn.

7. E1 HC1 0.1N y el etanol empleados para extraer
la loratadina de la tabletas permiten obtener porcentajes
de recuperacion promedio de 99.32 £ 0.746 y 100.3 +
2.606, respectivamente.
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