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RESUMEN

El reasec es un antidiarreico cuyo efecto viene dado por la asociacion de 2 principios
activos, atropina sulfato y difenoxilato clorhidrato. La unién de ambos trae
como resultado la inhibicion del peristaltismo del tracto gastrointestinal que
puede ser posible tanto a nivel central como local. De la literatura revisada para
el caso del difenoxilato clorhidrato se escogi6 el método por cromatografia
liguida de alta eficiencia por aprovechar la posibilidad de que se trataba del
método propuesto en €l registro de medicamentos para el estudio de estabilidad
en la formulacién de este principio activo. El método para |la determinacién de
atropina sulfato se encuentra reportado en la USP 23 y el criterio de seleccion
fue uno de los menos complejos en la cuantificacion de esta. Teniendo en cuenta
las regulaciones establecidas que aseguran el cumplimiento de las buenas préacticas
de produccion, el presente trabajo se propone la validacion prospectiva de los
métodos para la cuantificacion de los principios activos componentes del reasec,
por lo que se realizaron los estudios de especificidad, exactitud, precision, linealidad
y rango. En ambos casos se cumplieron con los requisitos establecidos a los
métodos analiticos que se encuentran dentro de la categoria | por ser empleados
para la cuantificacion de los componentes activos de la formulacién. Los
resultados obtenidos demostraron que ambos métodos analiticos son fiables por
permitir la cuantificacion de los 2 principios activos y cumplir ademés, con los
requisitos establecidos para los pardmetros evaluados dentro de la categoria a la
gue pertenecen cada uno.

DeCS: DIFENOXILATO/andlisis; ATROPINA/analysis; ANTIDIARREICOS/
uso terapeltico, CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION;
CROMATOGRAFIA DE GASES; QUIMICA FARMACEUTICA; TECNOLOGIA
FARMACEUTICA.

El reasec es un antidiarreico cuyo
efecto viene dado por la asociacién de 2
principios activos, la atropina sulfato y e
difenoxilato clorhidrato, los cuales acttan
inhibiendo €l peristaltismo del tracto gastro-
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intestinal tanto a nivel central como local*
(Expediente de Registro dereasec tabl etas.)

El objetivo de estetrabajo estaencami-
nado a la validacion prospectiva de los
métodos de andlisis para la cuantificacion



deatropinasulfatoy difenoxilato clorhidrato
en reasec tabletas mediante métodos de
cromatografiagaseosa(CG) y cromatografia
liguida de alta eficiencia (CLAE)
respectivamente. Seguin laclasificacion de
la USP 23, ambos casos se encuentran
dentro de la categoria 1 por ser empleados
enlacuantificacién delos principiosactivos
constituyentes de laformulacién.>?3

Para cumplir con los objetivos
propuestos se evaluaron los pardmetros de
desempefio en cada uno de los métodos de
andlisis, por lo que se redizaron estudios
de especificidad, linealidad, exactitud y
precision en ambos casos** (Regulacién
N.4: Principiosgeneraesparalavalidacion
de procesos en la industria farmacéutica.
CEDMED. 1994); (Texto sobre validacién
de procedimientos analiticos directiva
tripartita. Armonozado de ICH. Octubre,
1994); (1SO/Disk 5725-2-1991 Acurancy
[trueness and precition of measurement
method and result] genera principles and
definition); (2do Taller de Validacién.
Validacién de métodos analiticos. Impartido
por los licenciados Alfredo Fernandez
[CIDEM] elleanaRosaes[CIGB]. 1995).

METODOS

Se utilizaron tabletas de reasec y
materialesdereferenciaquimicaelaborados
por €l Centro delnvestigaciény Desarrollo
deMedicamentos (CIDEM).

El andlisisdel difenoxilato clorhidrato
se realizd con un equipo de cromatografia
liguida de alta resolucién KNAUER
constituido por bomba KNAUER modelo
PUMP 64, detector KNAUER de longitud
de onda variable a 254 nm como longitud
de ondadetrabajoy un inyector Rheodine
7125 a queselefijé 20 L como volumen
deinyeccién, aun flujo de 2 mL/min, con
fase moévil de buffer fosfato pH — 3,1y
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metanol (60:40); la separacién se efectud en
una columna Rp —18 de 250 cm X 4 mm de
diametroy un tamafio de particulade 10 ..

El andlisis de la atropina sulfato se
realizé con un equipo de cromatografia
gaseosa VARIAN 6000 con unatemperatura
en columna de 210 °C, temperaturas en el
detector y el inyector de 250 °C, aunflujo
de 30 mL/min y nitrégeno como gas
portador.

En ambos casos se utilizo un integrador
SHIMADSU modelo C-R6A y seredizbla
cuantificacion por el método del estdndar
externo en el caso dela CLAE 'y por €
método del esténdar interno paralaCG.

Las muestras de referencia 'y ensayo
para el difenoxilato se prepararon a una
concentracion de0,3mg/mL., sedisolvieron
en fase movil y se filtraron en caso
necesario.

Para la CG la preparacién de las
muestras fue mas complgja; se prepararon
soluciones patrones de una concentracion
de 0,125 mg/mL, se usd6 como disolvente
aguadestilada, € estdndar interno se utilizé
aunaconcentracion de 0,1 mg/mL usando
el mismo disolvente de la solucion patron;
de estas soluciones se toma 2 mL y se
disuelven en buffer pH-2,8y seleredlizan
extracciones con cloroformo saturado en
aguay se centrifugaa 1 000 r.p.m.; ala
fase acuosa se adiciona hidroxido de
sodio (0,1 mol/L), conagjustepH a9+ 0,3,
se lava con cloroformo saturado en agua
centrifugando en cadalavado |as porciones
de cloroformo, las que se evaporan y
reconstituyen con 0,1 mL de este solvente.

Para las muestras se pesd el
equivaentea 250 pg de atropinasulfato, se
disolvio enbuffer y selesrealiz6 el mismo
tratamiento que a patréon y al estandar
interno.

En los ensayos de especificidad para
ambos casos se utilizaron soluciones de
placebo, soluciones de referencia y



soluciones de ensayo. Para el difenoxilato
clorhidrato por tratarse de un método
reportado para €l estudio de estabilidad se
prepararon ademas sol uciones degradadas
sometiendo lamateria primaatemperatura
de 100 °C y la solucion de ensayo a
hidrdlisis por 24 h. La comprobacion se
realizé por latécnicaavalidar y se utilizd
como método auxiliar la cromatografia en
capa delgada.

En los ensayos de linealidad y de
exactitud se prepararon las muestras a
concentraciones correspondientesal 35, 65,
100, 165 % paraedl difenoxilato clorhidrato,
y para la atropina sulfato se trabaj6 con
concentraciones de 40, 60, 100, 160 %,
realizandose como minimo 3réplicasdecada
punto y simultdneamente el estudio de
rango para ambos casos.

El procesamiento estadistico de los
datos se realizo por e programa gréfico
ordenador MICROCAL ORIGIN 3.1,
calculdndose e coeficiente de correlacion
y aplicando laprueba delalinealidad y de
laproporcionalidad, ademés se aplicaron la
décimade lanormalidad y la de Corchan.
En todos los casos se compararon |os
resultados con los criterios establecidos.

Para el ensayo de precisién se
realizaronlosestudiosderepetibilidady de
reproducibilidad trabajando a partir de una
homogéneacomuny haciéndose el andlisis
como minimo por triplicado; enel casodela
repetibilidad se trabajo sobre la base de 6
determinaciones y en el estudio de
reproducibilidad las valoraciones se
realizaron por 2 analistas.

A los datos obtenidos se le aplicaron
lapruebat de Student y lade Ficher, con €
objetivo dedeterminar s existian diferencias
significativas entre las medias obtenidas y
entre las precisiones alcanzadas por los
analistas respectivamente, y se compararon
los valores experimentales con los
calculados para un limite de confianza del
95 % delamedia
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RESULTADOS

L os espectros ultraviol etas obtenidos
del estudio de especificidad para el
difenoxilato clorhidratoy laatropinasulfato
se muestran en las figuras 1 y 2
respectivamente.

Cromatograma de la solucién de ensayo

= 2,565 5,603
T
Cromatograma de la sustancia de referencia
difenoxilato clorhidrato
= 2,557 5,628

==

Cromatograma de la solucion placebo

|

FIG. 1. Cromatogramas del estudio de especificidad del
difenoxilato clorhidrato.

Cromatograma de la solucién placebo

%5974,225

Cromatograma de la sustancia de
referencia atro&ina sulfato
1495 0,117
3872 2,523
4,842

0,115

Cromatograma de la solucion de ensayo

1,496 0,116

0
N

4,788

FIG. 2. Cromatogramas del estudio de especificidad de la
atropina sulfato.

Losresultados obtenidosen el estudio
de linealidad para ambos métodos se
expresan en la tabla 1, asi como los
referentes a la exactitud para cada caso
aparecen reportados en latabla 2.

En el estudio de precision los
estadigrafos evaluados se encuentran
reportados en ambos casos en latabla 3.



TABLA 1. Resultados de los estudios de linealidad

CLAE

CG

Ecuacioén de larecta

y=1,819x10%x-3181,305

y=0,00117 x + 0,00588

Coeficiente de correlacion r=0,9992 r=0,99989
Desviacion estandar de los S, = 20559,67 $,=0,00001215
factores respuestas

Media de los factores respuestas f=1870079,93 f=0,00117
Coeficiente de variacion CV=1,10% CV =0,000103
Desviacion estandar de la S,=0,378% S,=0,468
pendiente

Desviacion estandar del S,=2251,073 S, =0,00345
intercepto

Limite de confianza del término -3181,305 + 4074,441 0,00588 + 0,00621

independiente

TABLA 2. Resultados de la exactitud

Criterios
% CLAE CG
R (%) 98-102 100,124 99,193
CV (%) <2 0,680 0,903

TABLA 3. Resultados del estudio de precision

C (x) Estadigrafo Estadigrafo CcVv

100%  evaluado tabulado (%)

CLAE F_ =156 F, =715 057
t,=0,011 t, =181

CG F_ =156 F,=715 1,02
t,=132 t, =181

DISCUSION

El ensayo de especificidad para el
difenoxilato clorhidrato demuestra que el
método es capaz de detectar y cuantificar el
principio activo, incluso en casos en los
que ocurriera la degradacion de este.
Cuando la materia prima se somete a
hidrdlisisen el cromatograma aparece un
segundo pico correspondiente al
producto de degradacion, que se aislo
por cromatografia en capadelgaday pos-
teriormente se analizé por € método en
estudio, lo cual demostré que no tiene
interferenciacon el pico deinterés(fig. 1).
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Laespecificidad paralaatropinasulfato
demuestra la presencia de 3 picos que
corresponden al estandar interno, la
atropinasulfato y un componentedel buffer
utilizado parala extraccién, lo que puede
comprobarse en € cromatograma pertene-
ciente a la solucién placebo; en este caso
no se utilizan sustancias de degradacion
porque el método no esta reportado para
los estudios de estabilidad del principio
activo (fig. 2).

Los resultados del estudio de
linealidad demuestran para ambos casos
que el coeficiente de correlacion es mayor
gue 0,999, lo cual corrobora que existe
correspondencia entre las concentraciones
utilizadas y las respuestas obtenidas. Los
coeficientes de variacion de los factores
respuestas en los 2 casos cumplen con la
condicién de ser menores del 5 %,
semgantesentresi y a valor delapendiente,
lo que demuestra que nos encontramos
frente a una calibracién lineal. La prueba
dd interceptoy ladelapendienteresultaron
no significativas.

En los resultados obtenidos para €l
estudio de exactitud en ambos casos, los
coeficientes de variacion son menores del
2 % y los porcentgjes de recobrado se
encuentran entre el 98 y 102 %; la prueba
ddl interceptoy ladelapendienteresultaron
no significativas, o que demuestraque los
2 métodos son exactos. Simultdneamente a



esteestudio serealiz6 el derangoy quedo Los parametros determinados para

establecido el interval o escogido detrabajo cada uno de los casos resultaron ser
en ambos casos, como agquel en el que se especificos, lineales y exactos, por lo que
qump_len los requisitos de precision, se concluye que ambos métodos pueden
linealidad y exactitud. ser utilizados en el control de calidad del

Losresultados del ensayo deprecision
indican que no existen diferenciassignifi-
cativas entrelas precisiones a canzadas por
los analistas ni por las medias obtenidas
por ellos, ademés de calcular € coeficiente

producto terminado; para el difenoxilato
clorhidrato el método puede ser utilizado
ademas en estudios de estabilidad de este
principio activo, pues no se encontraron

de variacion que cumple con los criterios  Interferencias del principio activo con los
establecidos para este tipo de estudio en productos de degradacion en el estudio de
cada uno de los métodos analiticos. especificidad.

SUMMARY

Reasec is an antidiarrheal whose effect lies in the association of two active
principles: atropine sulphate and diphenoxilate chlorhydrate. Their union results
in the inhibition of peristalsism of the gastrointestinal tract that may be possible
at both local and central levels. From the reviewed literature on diphenoxilate
chlorhydrate, we chose the high-performance liquid chromatography since this
was the method suggested in the drug registry for the study of stability in the
formulation of this active principle. The method for the determination of
atropine sulphate is included in USP 23 and the selection criterium was one of
the less complex criteria for the quantification of this substance. Taking the set
regulations that assure the compliance with the good manufacturing practices
into consideration, the present paper is aimed at the prospective validation of
methods for the quantification of Reasec’s component active principles; hence,
specificity, accuracy, precision, linearity and range studies were performed. The
requirements set for the analytical methods included in the category | were
complied with because they are used in the quantification of the active principles
of the formulation. The achieved results showed that both analytical methods
are reliable since they allow the quantification of the two active principles and
fulfill the requirements established for the evaluation parameters within the
category which each of them belongs to.

Subject headings: DIPHENOXILATE/analysis; ANTIDIARRHEAL S/therapeutic
use; CHROMATOGRAPHY, HIGH PRESSURE LI1QUID; CHROMATOGRAPHY,
GAS; CHEMISTRY PHARMACEUTICAL; TECHNOLOGY, PHARMACEU-
TICAL.
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