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RESUMEN

Se valid6 un método analitico por cromatografia
liquida de alta resolucion en fase reversa para
cuantificar simultdneamente hidroclorotiazida
y clorhidrato de propranolol en formulaciones
farmacéuticas solidas, ademas con verificacion de la
presencia de clorotiazida como impureza de sintesis.
La separacion se realizo en una columna X-Bridge™
Cig 250 mm x 4,6 mm x 5 um a 35 °C. A la fase
movil, constituida por una solucion amortiguadora de
KH,PO, 0,1 My 1-heptano sulfonato de sodio 0,05
M aun pH 3,0y acetonitrilo como solvente organico,
se aplicod un programa de gradiente de elucion. La
respuesta, obtenida con un detector de fotodiodos
en serie a 270 nm, fue lineal en intervalo de
concentracién de 0,1 - 3,5 ug mL-! para clorotiazida,
de 1,4 - 34,0 ug mL-! para hidroclorotiazida y de
2,2 - 53,0 ug mL"! para clorhidrato de propranolol.
La exactitud del procedimiento se estimo con el
método de referencia farmacopeico y el de adicion
de estandar, arrojando valores de recuperacion entre
98 - 102 %, en ambos casos. La precision intra-dia e
inter-dia expresada por el coeficiente de variacion,
fue menoraun2 % conunn=>5yn=6 en cada caso.
Ademas, se comprobo la selectividad y la estabilidad
del farmaco en las condiciones de analisis. La ventaja

del método es su aplicabilidad en todo el ciclo de
vida del producto farmacéutico.
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ABSTRACT

An analytical method was validated by reverse
phase high performance liquid chromatography to
simultaneously quantify propranolol hydrochloride
and hydrochlorothiazide in solid dosage formulations,
in addition to verifying the presence of chlorothiazide
as impurity of the synthesis. The separation was
performed on a C18 column X-Bridge™ 250 mm x
4.6 mmx 5 umto 35 °C. The mobile phase, consisting
of a buffer solution of KH,PO, 0.1 M, 1-heptane
sulphonate 0.05 M at pH 3.0 and acetonitrile as
organic solvent, a gradient elution program was
applied. The response obtained with a diode array
system at 270 nm was linear over the concentration
range of 0.1 to 3.5 pg mL-! for chlorothiazide, from
1.4 t0 34.0 pg mL-! for hydrochlorothiazide and from

*Correspondencia al autor: anamilena@ula.ve



Guillén-Guillén y col./ Rev Fac Farm. 2015; 57(2): 18-32

2.2 t0 53.0 ug mL-! for propranolol hydrochloride.
The accuracy of the method is estimated using the
method of reference the Pharmacopoeia and the
addition standard, obtaining recovery values between
98-102% in both cases. The intra-day and inter-day
expressed by the coefficient of variation was less
precision to 2 % with n =5 and n = 6 in each case.
In addition, selectivity and stability of the drug in
the analysis conditions are checked. The advantage
of the method is its applicability in all the life-cycle
of the pharmaceutical.

KEY WORDS

Validation, high performance liquid
chromatography, hydrochlorothiazide, propranolol
hydrochloride, chlorothiazide.

INTRODUCCION

La hidroclorotizida (HCTZ) y el clorhidrato
de propranolol (CHP) (Fig. 1), son farmacos
antihipertensivos de primera linea utilizados para el
tratamiento de la hipertension arterial y se encuentran
en el Listado de Medicamentos Esenciales emitido
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
De acuerdo al mecanismo de accion HCTZ actia
como un diurético y CHP como un bloqueador
B-adrenérgico [1].

HCTZ es un farmaco del grupo de los acidos
débiles con caracteristicas hidrofilicas, con un Log
Pde-0,07 y valores de pKade 7,0y 9,2 [2]. Presenta
una impureza de sintesis conocida como clorotiazida
(CTZ), con caracteristicas muy similares a ella, su
unica diferencia estructural es debido a su vinculo
oleofinico (Figura 1). Se ha determinado que posee
de diez a veinte veces menos actividad que la HCTZ
y es mas toxica [3].

CHP es un farmaco débilmente basico, que como
base, es lipofilico con un Log P de 3,1 y un pKa de
9,4 [2].
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Fig. 1. Estructuras quimicas de hidroclorotiazida (A), clorotiazida
(B) y clorhidrato de propranolol (C) [2].

sulfonamida 1,1-diéxido sulfonamida 1,1-diéxido

HCTZ y CHP se encuentran como ingredientes
activos en formas farmacéuticas solidas, tanto para
monoterapia como en combinaciones fijas entre ellos
o con otros farmacos antihipertensivos que ayudan
a mejorar el cumplimiento terapéutico y facilitan la
consecucion de los objetivos a largo plazo [4-8].

En publicacién previa [9], se presentd una
metodologia analitica para el control de estos
farmacos en sus formulaciones farmacéuticas,
quedando comprobada la robustez y la optimizacion
de los parametros cromatograficos por disefio
factorial. Sin embargo, para garantizar un alto
grado de seguridad en la obtencion de resultados
precisos y exactos, dentro de las especificaciones
y atributos de calidad pautados en el desarrollo
metodologico, se requiere el establecimiento de
la evidencia documental de que el procedimiento
analitico conduce a su uso previsto dentro de los
intervalos definidos, por lo que se debe hacer uso
de la validacion [10], de acuerdo a directrices de la
Conferencia Internacional sobre Armonizacion de
Requisitos Técnicos para el Registro de Productos
Farmacéuticos para Uso Humano (ICH) [I1], la
Agencia de Drogas y Alimentos (FDA) [12] y las
farmacopeas, en particular la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP) [13]. Comparaciones de estas
guias han sido reportadas por varios autores, entre
ellos Chandran & Singh en el 2007 [14].

El presente trabajo tiene como objetivo validar
un método por cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (CLAR-FR), alternativo
a los métodos reportados por la USP 37, aplicable
en el analisis rutinario de tabletas de HCTZ en
combinacion con CHP y detectando CTZ como
impureza de sintesis. Las cualidades que dicho
método debe presentar son: precision, exactitud,
sensibilidad, selectividad y robustez, ademas de
capacidad de automatizacion y la versatilidad de su
aplicabilidad en las valoraciones a lo largo del ciclo
de vida del producto.

MATERIAL Y METODOS

Instrumentos. Se empled un cromatodgrafo
marca Waters®, provisto de: bomba cuaternaria
modelo 600E, desgasificador AF en linea, inyector
automatico modelo 717 Plus y detector UV-Vis de
arreglo de diodos modelo 2996, todos controlados
con el software Empower 2. Se utilizé una columna
X-Bridge™ C 4 250 mm x 4,6 mm x 5 pm, y una
pre-columna C;g 20 mm x 4,6 mm x 5 pm todos
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de la marca Waters®, Milford, MA, EE.UU.; a una
temperatura de 35 °C.

La fase moévil consistié en una solucidn
amortiguadora denominada solucién A constituida
por fosfato de potasio monobasico anhidro (KH,PO,)
0,10 M y 1-heptano sulfonato de sodio (1-HSS) 0,05
M, ajustada con é4cido fosforico (H;PO,) a pH 3,0;
y acetonitrilo como solvente B. La elucion de los
analitos se controld con un programa de gradiente
de elucion (Tabla 1) a un flujo de 1 mL min"! y para
un volumen de inyeccion de 50 puL. La deteccion se
realiz6 a una longitud de onda de 270 nm.

TABLA 1
Sistema de gradiente.

Tiempo %. % Cambio de la
i Solucion | Solvente Elucién composicion
(min) A B del solvente
0 80 20 Equilibrio
5 80 20 Isocritico
6 30 70 Gradiente 50% B min1
lineal
8 30 70 Isocritico
9 80 20 Gradiente 50% B min1
lineal
17 80 20 Re-equilibrio

Reactivos. Todos los disolventes utilizados
se adquirieron de grado CLAR (Merck®, EgaA,
Alemania) y el agua ultrapura obtenida de un
sistema Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA,
EE.UU.). Los reactivos empleados fueron de grado
analitico. Los estandares de referencia de HCTZ
(99 %), CHP (99 %), bisoprolol hemifumarato
sal (> 98 %) y atenolol (99 %) se obtuvieron de
Sigma-Aldrich®, (Shanghai, China), la CTZ del
Committee on National Formulary of the American
Pharmaceutical Association y las materias primas
provienen de los Laboratorios Ipca Limited. Los
productos comerciales evaluados fueron Di-
Eudrin® tabletas de 25 mg de HCTZ e Inderal®
tabletas de 40 mg de CHP.

Soluciones de trabajo. La solucién madre
de CTZ (0,20 mg mL-!) patrén de referencia, se
prepar6 en metanol. Las soluciones madre de HCTZ
(0,28 mg mL-1) y de CHP (0,44 mg mL"!) patron de
referencia se prepararon individualmente utilizando
HC10,01 M.

Las soluciones de trabajo de concentraciones
0,003 mg mL-! de CTZ, 0,028 mg mL-! de HCTZ,
y 0,044 mg mL-! de CHP, se diluyeron con HCI
0,01 M y se prepararon diariamente. Todas las

soluciones fueron filtradas con membranas GHP
(Acrodisc®, Waters® Milford MA EE.UU.) de 0,45
pm de tamaio de poro.

Validacion del método analitico.
(i) Sistema instrumental. Los requisitos

previstos son: precision, linealidad e idoneidad del
sistema [10]. Para la precision, se monitorearon 15
soluciones de trabajo de cada uno de los analitos en
estudio, en diferentes puntos de control durante un
dia de andlisis (inicio, medio y final), y evaluando el
porcentaje de coeficiente de variacion (% CV). La
linealidad se analizo en el intervalo de 0,1 a 3,0 pg
mL-1,2,8256,2 ugmL!y4,42a87,6 ugmL-! para
CTZ, HCTZ y CHP respectivamente, constituido
cada intervalo por 11 puntos de concentracion,
elaborados por triplicado y evaluando los supuestos
de aplicacion estadisticos del modelo de regresion
lineal. Para la idoneidad se requirié de cinco
réplicas de cada una de las soluciones de trabajo de
CTZ, HCTZ y CHP y la verificacion experimental
del numero de platos teodricos (N), factores de
resolucion (R), simetria o cola (T) y de capacidad
(k*), ademas del tiempo de retencién (tg) y el
porcentaje de CV del sistema.

(i1) Selectividad. La selectividad del método

analitico fue evaluada por la separacion de los
picos de productos de degradaciéon y los picos
de los analitos principales. Adicionalmente por
la evaluacion de la selectividad del método en
presencia de otros B-bloqueantes (atenolol a 39,2
ug mL! y bisoprolol 21,0 ug mL-1) [10, 15-16].

Para la obtenciéon de los productos de

degradacion se aplicaron tratamientos de estrés
artificiales sustentados por la bibliografia [10,

16-17]. Se trataron 5 mL de solucion madre de

HCTZ y de CHP por separado para cada uno de los
siguientes tratamientos: 20 mL de HC1 0,25 M para
una hidrdlisis aciday 20 mL de NaOH 0,25 M para
una hidrolisis alcalina, ambos tratamientos por 1
hora (h) a 60 °C. La estabilidad en medio alcohélico
se realiz6 con 20 mL de metanol y la degradacion
oxidativa con 20 mL de H,O, al 10 %, ambos por 4
ha 60 °C. Se aplico la termdlisis a la materia prima
a 70 °C por 15 dias antes de preparar las soluciones
de trabajo de forma convencional.

(iii) Limite de detecciéon (LD) y limite de

cuantificacion (LC). Para determinarel LD y el LC
se utilizo la pendiente de la curva de calibracion
y la desviacion estandar de la ordenada de origen
aplicando las formulas: LD = 3,3xSa/b y LC =

10xSa/b [10, 18-19]. Se elaboraron tres réplicas
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de curvas de calibracién para cada uno de los
analitos, con ocho puntos por pesada individual con
concentraciones en el rango de 0,1 a 3,5 pg mL-!
para CTZ, de 1,4 a 33,6 pg mL! para HCTZ y de
2,22 52,8 pg mL-! para CHP.

(iv) Linealidad del método. La linealidad
fue evaluada preparando, por pesada individual,
ocho soluciones madre de cada analito en estudio,
destinando cada solucion para un punto de la curva
de calibracion, realizandolas por triplicado. Por
dilucién se dispusieron soluciones mezclas de los
tres analitos a 0,1; 0,3; 0,6; 1,2; 1,7; 2,3; 2,9y 3,5
ug mL-! para CTZ; 1,4; 2,8; 5,6; 11,2; 16,8; 22,4;
28,0 y 33,6 ug mL-! para HCTZ; y 2,2; 4,4; 8.8;
17,6;26,4;35,2;44,0y 52,8 ug mL-! para CHP. El
conjunto de 24 soluciones se analizo para trazar una
curva de calibracion que concedio los parametros
de regresion [10]. Para el analisis estadistico se
asumio6 el 95 % de confianza.

(v) Estabilidad de las soluciones. Las tres
curvas de calibracion elaboradas para cada
analito la linealidad del método (Punto iv), fueron
leidas en el tiempo 0, 48 y 96 h a temperatura
ambiente, para evaluar el valor de la pendiente de
la recta, y corroborar que permanecian estables
en el tiempo.

(vi) Exactitud del método. Se evalud aplicando
el método de referencia USP y el método de
adicion estandar [10, 14, 19]. En la comparacion
con el método de referencia (métodos analiticos
USP de HCTZ y CHP para materia prima) [13],
se efectud estadisticamente la homogeneidad de
varianzas y se realizé la comparacion de dos medias
con grupos independientes [10]. Para el método
de adicion de estandar, se prepararon curvas de
calibracion de HCTZ y CHP, fueron enriquecidas
con soluciones de trabajo de Di-Eudrin® e Inderal®
de 0,25 mgmL-! de HCTZ y 0,40 mg mL-! de CHP;
calculando el porcentaje de recuperacion. Por lo
que fue necesario preparar curvas de calibracion
con soluciones estandar de referencia para HCTZ
y CHP para generar las ecuaciones de la recta y se
calcularon las respuestas experimentales netas en
la proporcion del 40, 60, 80, 100, 120 % del valor
declarado de HCTZ (0,028 mg mL"!) y de CHP
(0,04 mg mL-1).

(vii) Precision del método. Para determinar la
precision se evaluaron las respuestas experimentales
netas de soluciones de materia prima a 0,028 mg
mL-! de HCTZ y 0,044 mg mL"! de CHP. Se
prepararon curvas de calibracion por pesada

individual en cada punto, a la concentracion
descrita en la linealidad del método. La precision
intra-dia se evalué comparando las respuestas de
las muestras para el analisis de materia prima, al
ser procesadas con cada una de las ecuaciones de la
recta (n = 3), obtenidas en un dia de trabajo [10, 14,
18]. La precision intermedia (inter-dia) se evalud
por la repeticion de los analisis en diferentes dias y
preparaciones de soluciones, diluentes y fase movil
[10, 14, 18].

(viii) Robustez. La robustez fue evaluada y
discutida en el proceso de desarrollo y optimizacion
del método [9], por recomendacion de la ICH
de incluir la robustez en una fase apropiada
del desarrollo del método y no en la validacion
propiamente dicha, para evitar validar un método
poco robusto y realizar el ajuste necesario en caso
de identificar el factor critico [10, 11]. Para ello
se aplico un diseflo factorial completo de ocho
experimentos para evaluar el nivel de influencia
del pH, concentracion molar del KH,PO, y 1-HSS
de la solucion amortiguadora en la respuesta
termodinamica del sistema. Se empled un disefio
factorial fraccionado de ocho experimentos
para estudiar la respuesta cinética del sistema
con respecto a factores como: solvente (% B),
temperatura, flujo y pH.

RESULTADOS

Sistema instrumental. La precision expresada
como el porcentaje de CV, se muestra en la Tabla 2.

TABLA 2
Valores de precision del sistema cromatografico.

Analitos Concentracion Promedio de : %
(mg mL-*) areas (n=15) CV

HCTZ 0,0277 5125406 9546 | 0,19

CHP 0,0438 1476046 7847 0,53

s = desviacion; % CV = porcentaje de coeficiente de variacion.

Para la linealidad se observo que las curvas
de calibracion son lineales en el intervalo de
concentracion estudiado para todos los casos,
con un coeficiente de determinacion > 0,99. Los
estadisticos de prueba se resumen en la Tabla 3.

Los resultados de la idoneidad del sistema
cromatografico se encuentran resumidos en la Tabla
4, junto con el criterio de aceptacion establecido
por laUSP [13]. La Fig. 2 muestra el cromatograma
con la separacion de los picos de los analitos.
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TABLA 3
Parametros de linealidad del sistema cromatografico.

22

o Ecuacion de la recta
Analito dindmico ¥ = 2 Sp I 1C, IC, % CV
By =a+bX
(pg mL )
CTZ 0,1-3.0 Y =-6,70.103+1,67.10°X 0,9964 | 1,80.108 24210° | +£3,67.10° | +49410° 8,52
HCTZ 2.8-562 Y =-6,16.10*+1,86.10°%X 0,9999 | 234108 6.20.10° | +£477.10° | £127.10* 2,58
CHP 44876 Y =-7,58.109+3,20.10X 0,9999 | 62810* 259108 | +1.28.105 | +529.10° 2,12

n = niimero de determinaciones (n = 33); nimero de soluciones ensayadas por replica = 11 x 3; ecuacion de la recta = Y: area de pico, a:
intercepto, b: pendiente; 2 = coeficiente de determinacion (> 0,98); S, = desviacion estandar de la pendiente; S, = desviacion estandar del
intercepto; ICb = intervalo de confianza al 95 % de b; ICa = intervalo de confianza al 95 % de a; % CV = porcentaje de coeficiente de variacion

de los factores de respuesta (% CV < 5 para principio activos, % CV < 10 para compuestos relacionados) [20-22].

TABLA 4
Ensayo de idoneidad del sistema.
Analito Area % CV N tz s T R
CTZ 281322 0,20 14006 4.68 038 1.24 -
HCTZ 4917352 0,10 16547 5.05 0,50 126 228
CHP 1426956 0,20 317173 1421 318 1,13 69,22
Aceptacién - =2% N=>2000 - K'=2* T<2 R=2

Numero de replicas = 5; % CV = porcentaje de coeficiente de variacion de las dreas; N = platos teéricos; t, = tiempo de retencion; k’ = factor
de capacidad; T = factor cola; R = resolucion; *factor de capacidad: 0,5 >k’ <20 [20].
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Fig. 2. Cromatograma de la separacion de CTZ, HCTZ y CHP.

Selectividad. La selectividad del método
desarrollado aplicando tratamientos de estrés
artificiales, pudo ser demostrada por los parametros
cromatograficos de ty y R (Tabla 5). Como se
evidencia los picos de interés (HCTZ y CHP)
son resueltos en la linea base y estan libres de
interferencias (Fig. 3). Se complement6 con la
pureza de picos cromatograficos de HCTZ y CHP
evaluado por el detector de arreglo de diodos
(Tabla 5).

Se observo que la HCTZ da un producto de
degradacion después de ser sometido a cada uno

de los procesos de estrés, con un porcentaje de
discrepancia en el valor del area de pico de HCTZ
(materia prima) en condiciones normales de 8,95 %
(n=15) con respecto al pico después de ser sometido
a hidrolisis acida; 2,75 % en la hidrolisis alcalina
(n = 3) y de 3,74 % en oxidacidn, sin cambios
significativos para el tratamiento en alcohol. En el
caso de Di-Eudrin® (producto) de 25 mg se present6
un valor de 3,14 % (n=3) entre el 4rea de la muestra
sin tratamiento y la que fue tratada por hidrolisis
4cida. En las muestras de CHP y de Inderal® de 40
mg no se presentaron cambios en los cromatogramas.
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En la evaluacion de los analitos con compuestos
de gran similitud estructural al CHP como lo son
ATN y BP, se logré la separacion de los picos,
obteniendo los resultados que se resumen en la
Tabla 6 y se ilustran en la Fig. 4. El t de BPy de
CHP son muy cercanos, con una R <al 1,5; pero
si puede ser detectada la presencia de este primer

compuesto en un mismo cromatograma (Fig. 4).
La pureza de pico del BP por su cercania al CHP,
genera un error en el software al momento de
implementar el calculo, pero es comprobado que
el pico de CHP es puro debido a que el angulo
de pureza es menor su angulo de umbral.

TABLA S

Resultados del estudio de tratamientos de estrés para HCTZ y CHP.

Analito (n=3) Estudio de estrés tg R Pé;c;gl(eji:o;i )e (:giﬁ;;) *P];izoa .
Sin estrés 5,07 - 5180145 Puro
H. dcida 5,05 - 4550016 Puro
HCTZ H. alcalina 5,04 - 5041312 4,97 Puro
Oxidacion 5,04 - 4993564 Puro
Alcohélica 5,05 - 5204745 Puro
Sin estrés 1430 - 1463425 Puro
H. acida 1425 - 1504035 Puro
CHP H. alcalina 1425 - 1424722 5,65 Puro
Oxidacion 1425 - 1366681 Puro
Alcoholica 1425 - 1587292 Puro
Sin estrés NI - NI -
H. dcida 4,49 3,13 480541 Puro
Producto de degradacion H. alcalina 448 3,19 41426 - Puro
Oxidacion 4,48 3,19 18743 Puro
Alcoholica N1 - NI -

*Pureza de pico = el angulo de pureza es menor al angulo de umbral; R = entre producto degradacion y la HCTZ; N/I = no indica producto

de degradacion.
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Fig. 3. Cromatograma de la separacion de los productos de degradacion (DEGR) de HCTZ por: A) hidrolisis dcida (DEGR t, =4,49; HCTZ
tg = 5,05); B) hidrlisis bésica (producto de degradacion t, = 4,48; HCTZ t, = 5,04); C) proceso de oxidacion (producto de degradacion t, =
4,49; HCTZ t, = 5,05); y D) mezcla de componentes (producto de degradacion tp =4,49; CTZ t, =4,70; HCTZ t, = 5,05y CHP t, = 14,25).

TABLA 6
Resultados del estudio de tratamientos de estrés para HCTZ y CHP.
Analito (n= 3) R Area ty i Pureza de pico
ATN HC;Z(';T;?B AT;’E?:J ;%77 234176 651 | 120 Puro
BP HC;%‘B?I;:O;? 6 B;'gi,[izl :15‘:)9 162192 1417 | 1,10 | Errorenpureza

HCTZ ty: 5,06; CHP t,: 14,31; HCTZ = 0,014 mg mL™!, CHP = 0,022 mg mL"!, ATN = 0,040 mg mL"!, CHP = 0,020 mg mL".
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Fig. 4. Cromatogramas de selectividad del método analitico con otros B-bloqueantes: A) HCTZ, ATN y CHP; y B) HCTZ, BP y CHP.
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Limite de deteccién y limite de cuantificacién.
En la Tabla 7 se presentan los resultados donde se
establece la concentracion minima a la cual los
analitos pueden detectarse y cuantificarse en forma
confiable.

TABLA 7
Resultados del limite de deteccion y el limite de cuantificacion.

Analitos LD (ug mL-1) LC (ugmL1)
CTZ 0,09 0,29
HCTZ 0,58 1,19
CHP 0,47 1.43

Datos obtenidos en relacion con una curva de calibracion: K =8
(ntmero de series); N = 3 (nimero de replicas); n = 24 (niimero
de determinaciones).

Linealidad del método. Se observd que las
curvas de calibracion son lineales en el intervalo
de concentracion estudiado para los tres analitos.
Los estadisticos de prueba para la evaluacion de la
linealidad se resumen en las Tablas 8 y 9.

Estabilidad de las soluciones. Las curvas de
calibracion mostraron CV menores al 3 % en la
comparacion de las pendientes de la recta para
HCTZ y CHP en los dias de estudio (Tabla 10),
avalados por la relacion estadistica con un 95 %
de confianza (Tabla 11).

Exactitud del método.

(i) Comparacion con el método de referencia. Al
comparar los porcentajes promedios de dos métodos
analiticos (método propuesto y el método USP 37)
a una concentracion unica de analito, se obtuvieron
los resultados que se describen en la Tabla 12, con
el tratamiento estadistico de comparacioén de dos
medias de series no apareadas [10].

(i1) Método de adicion de estandar. Curva Di-
Eudrin® + Inderal® + CTZ: Los cromatogramas
obtenidos demostraron que la mezcla de las

TABLA 8

muestras, enriquecidas con solucion de CTZ
no presentan interferencia en el area de pico
de HCTZ y CHP. El valor de porcentaje de
discrepancia entre el valor del area de pico de
Di-Eudrin® y de Di-Eudrin® + CTZ y el valor
del 4rea de pico de Inderal® y de pico de Inderal®
+CTZ, se muestran en la Tabla 13. El blanco (sin
enriquecer) no presentd area de pico para CTZ
en el tp correspondiente. El valor estadistico de
homogeneidad de varianzas F de Snedecor (P >
0,05) se muestra en la Tabla 14.

Curva Di-Eudrin® + Inderal®+ HCTZ: La
curva de calibracién generada con soluciones
estandar de referencia (1,4 - 34,0 pg mL-!) para
HCTZ presenta una ecuacion Y = 1,749.107X
—2,004.10% (r2 = 0,9993; test de linealidad y
proporcionalidad satisfactorios). Para determinar
la exactitud del método se calcularon las respuestas
experimentales netas para la proporcion ensayada
del valor declarado de HCTZ (0,028 mg mL"!)
y se compararon con los resultados obtenidos por
interpolacion en la curva de calibracion para las
mismas concentraciones de analito, obteniendo los
datos de la Tabla 15.

Curva Di-Eudrin® + Inderal®+ CHP: La
curva de calibracién generada con soluciones
estandar de referencia (2,2 - 54,0 pg mL-!) para
CHP presenta una ecuaciéon Y = 3,184.107X
— 4,121.10% (r2 = 0,9997; test de linealidad y
proporcionalidad satisfactorios).Para determinar la
exactitud del método se calcularon las respuestas
experimentales netas para la proporcion ensayada
del valor declarado de CHP (0,044 mg mL"!) y
se compararon con los resultados obtenidos por
interpolacion en la curva de calibracion para las
mismas concentraciones de analito obteniendo los
datos de la Tabla 16.

Parametros de linealidad del método analitico.

L Ecuacion de la recta
Analito dindgmico Fea+bX 2 Sp i 1C, 1C, % CV
(pgml™)
CTZ 01-35 Y =8.42.101+7,80.107X 09878 | 1,85.106 | 3.59.10° | £3,83.106 | £7.45.10° | 633
HCTZ 1.4-336 Y =-311.108+1,78.105X 09986 | 144106 | 2.76.10* | £299.105 | £573.10¢ | 4,03
CHP 22-528 Y =-237.10°+3,19.10°X 09997 | 1.11.105 | 332.10% | £229.10° | £6,89.10° | 443

n = numero de determinaciones (n = 24); niimero de soluciones ensayadas por replica = 8 x 3; ecuacion de la recta = Y: area de pico, a:
intercepto, b: pendiente; 12 = coeficiente de determinacion (> 0,98); s, = desviacion estandar de la pendiente; S, = desviacion estandar del
intercepto; ICb = intervalo de confianza al 95 % de b; ICa = intervalo de confianza al 95 % de a; % CV = porcentaje de coeficiente de variacion
de los factores de respuesta (% CV < 5 para principio activos, % CV < 10 para compuestos relacionados) [20-22].
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TABLA 9
Estadistico experimental para la pendiente e intercepto de las curvas de CTZ, HCTZ y CHP.

Analito (i HHE tib ) Gt Grab (o=0.05:18; Fl e Fexp
N=3)

CcTZ 4226 -0,023 2,074 03267 0,4377 1786 0,90

HCTZ 123,58 -0,113 2,074 0,2372 0,4377 15273 1,62

CHP 288,56 -0,794 2,074 03515 0,4377 83268 2,61

n = 24; grados de libertad (gl) = n-2; significancia (a) = 0,05; top Y by = valor t de Student experimental y tabulado; F,, = valor de F de

Snedecor tabulado, F = 8,845.

tab (0=0,05; k=8; N=3)

TABLA 10
Estadistico experimental para la pendiente e intercepto de las curvas de CTZ, HCTZ y CHP.

: : Promedio total de |
Analito Pendientes (n=3) 0 horas 48 horas 96 horas i _e =
pendientes (n=9)
Promedio 178349358 177436333 176684420 177490037
HCTZ
% CV 148 1,74 1,72 1,49
Promedio 31920497 32802155 32096576 32273076
CHP
% CV 0,29 4.06 0,24 242
TABLA 11 TABLA 14
Relacion estadistica de la pendiente de la curva de calibracion Valores de la prueba de homogeneidad de varianzas F de
del tiempo 0 y 96 horas. Snedecor.
Valor estadisticoconun HCTZ crp Estadistico F de Snedecor
95 % de confianza tabulado F experimental T tabla
Feoxpa1) 0,006 0,428 0,490 HCTZ Frrps3ndiaco0s =3,502 | HCTZ Foysa,0mp05=9,276
lrptalvndes) 0.013 0.076 2015 CHP Fargs4n1:0-005 =3.777 CHP Fiabs 4010005 =6,388
TABLA 12 TABLA 15

Relacion estadistica de la pendiente de la curva de calibracion
del tiempo 0 y 96 horas.

HCTZ CHP
Meétod Métod
Muestras pm:u“es‘;o Método prsp?leos Método USP
0, 0,
%) EEANCOR v (%)
Promedio | 10021 100,66 100,18 10055
(xs) (0,66) (0,86) (1,10) (1,49
% CV 043 0.75 1.20 2,23
n 6 5 6 4
Furp=0,575; Fup= 0,541
Fou=6,256 Fo,=9,013
(gl.=5;gli=4,0=0,05) | (gl.=5;gli=3;0=0,05)

s = desviacion; n = nimero de muestras; gl = grados de libertad;
o = significancia

TABLA 13
Valores obtenidos para comprobar el grado de discrepancia
entre las determinaciones en presencia o ausencia de CTZ en

la matriz.
Areas de pico Valor de discrepancia
Di-Eudrin® vs Di-Eudrin® + CTZ 1,61%(n=>5)
Inderal® vs Inderal® + CTZ 0,14%(n=16)

Resultados obtenidos para la determinacion de la exactitud por
el método de adicion de estandar para la curva de HCTZ.

Di-Eundrin® +

Inderal®+ | Mx+ | Mx+ | Mx+ | Mx+ | Mx+
HCTZ 40% | 60% | 80% | 100% | 120%
(n=35)

Rec“(lf;’)"‘c“’" 100,15 | 101,66 | 9969 | 102,88 | 9895
0

Obteniendo un valor promedio de 100,67 % de recuperacion,
cons = 1,58y CV = 1,57 %, confirmado por texp =0,947, tp=
2,776 (gl =4; 0= 0,05).

TABLA 16
Resultados obtenidos para la determinacion de la exactitud por
el método de adicion de estandar para la curva de CHP.

Di-Eudrin®+

Inderal®+ | Mx+ | Mx+ | Mx+ | Mx+ | Mx+
cHP 0% | 60% | s0% | 100% | 120%
(n=35)

Rec“(ff;;acm 9824 | 9971 | 9797 | 10205 | 9927
0,

Obteniendo un valor promedio de 99,45 % de recuperacion, con
s=1,62y CV = 1,63 %, confirmado por texp =0,758;t . =2,776
(gl=4; a=0,05).
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Precision del método. Las curvas de calibracion
elaboradas durante el dia (precision intra-dia) y en los
tres dias de analisis (precision inter-dia), resultaron
lineales en el intervalo de concentracion estudiado para
ambos analitos, con 2 > 0,99 y cumpliendo con los
criterios establecidos de linealidad y proporcionalidad
con un nivel de confianza del 95 % (Tablas 17 y 18).

Las respuestas experimentales netas de las
materias primas en los ensayos de precision inter e
intra-dia para los tres analitos se describen en las
Tablas 19 y 20.

Robustez del método. El disefio factorial
completo (23) analizado en publicacién anterior
[9], demostrd por la medida del k’, la gran robustez
del método analitico y permitié confirmar el
comportamiento similar de CTZ y HCTZ ante la
respuesta termodindmica del sistema. Al observar los
otros parametros del sistema cromatografico como
los son tg, T, R, drea de picos y N, se observo que
las respuestas cumplen los criterios de aceptacion de
la USP con CV menor al 6 %, para los tres analitos
de interés (Tabla 21).

TABLA 17
Parametros de la curvas de calibracion intra-dia.

it Inter(v:éo nc]if?;mco ECM;I:I; df La ;ecta S B 5 PRnE i
14 340 1 Y =2,004.10*+1,766.105X 0,9993 | 1,870.10% | 2,730.10* 94,436 0,734
HCTZ % CV* =4,02; 2 Y =_2,194 10+ 1,812 108X 0,9995 | 1,681.105 | 2.449.10¢ | 107,841 0,896
G =0.237 3 Y =-8,070.10*+ 1,771.108X 0,9975 | 3,565.10° | 5233.10% 49,680 0,154
22530, 1 Y =-4,121.102+3200.107X 0,9997 | 2,355.10° | 5,414.10° 135,881 0,076
CHP % CV* =4.43; 2 Y =-3,595.100+3219.10X 0,9999 | 1,203.10° | 2,739.10° | 267,527 1,313
G =0.352 3 Y =-3906.10°+3174.107X 0,9996 | 2.423.10° | 5,556.10° 130,983 0,703

n=niimero de determinaciones por pesada individual (n = 8); ecuacién de la recta='Y: area de pico, a: intercepto, b: pendiente; r> = coeficiente

de determinacion (> 0,98); s, = desviacion estdndar de la pendiente; s, = desviacion estandar del intercepto; *G,,, (0=0,05; K=8: N=3)— 0,4377;
*% CV=porcentaje de coeficiente de variacion de los factores de respuestas de las tres rectas (< 5 %); valor de t, (0= 0,05: n-1) = 2,365; para

la pendiente debe texp >t y para el intercepto debe t_ » < b

TABLA 18
Parametros de la curvas de calibracion inter-dia.

. .L{te?valo Ecuacion de la recta
Analito | dindmico (pg YeaibX e Sp st R T R
mL1)

01-35 1 ¥ =-3725.100+9,142.10X 0,9994 8913.10° | 1,361.10° 102,580 2,737

c1Z 4_;"?;:;= 2 Y =-1,634.10°+9,194.107X 09978 | 1,750.105 | 2,804.10° | 52258 0,583

' 0:3851) 3 Y = 1,380.102+9,006.10'X 09990 | 1,1590.105 | 1.866.10° | 77.688 0,074

14-340 1 Y =7,598.103+ 1,786.10°X 09995 | 228108 | 336.10% | 78372 0226

HCTZ 4_;"{_:;:;: 2 Y =-4223.10°+1,776.105 09954 | 494105 | 731.10¢ | 35924 0,578

‘ 0,;1591) 3 Y =2,133.10%+ 1,804.105X 09968 | 414.10% | 6,15.10* | 43546 0,347

22-530 1 Y =2,487.105+3,166.10'X 09992 | 3712.10° | 8,492.10° | 85293 0,226

CHP 4_92"’1?;* |2 Y =3 584,10+ 3,167.107X 09966 | 7.559.105 | 1,735.10* | 41,896 0,578

' 0,,4;‘)1) 3 Y =2,969.10+3,173.10'X 09980 | 8133105 | 1,872.10* | 39,018 0,347

n=namero de determinaciones por pesada individual (n=8); ecuacion de la recta=Y: area de pico, a: intercepto, b: pendiente; r> = coeficiente

de determinacion (> 0,98); s, = desviacion estandar de la pendiente; s, = desviacion estandar del intercepto; *G
*9% CV=porcentaje de coeficiente de variacion de los factores de respuestas de las tres rectas (< 5 %); valor de t

tab (a=0,05; K=8; N=3) _

tab (a=0,05;n-1)

=0,4377,
2,365; para

la pendiente debe texp >t 'y para el intercepto debe top < Lab
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TABLA 19
Resultados de la valoracion de las materias primas de HCTZ y CHP obtenidos por interpolacion con cada una de las curvas de calibracion
elaboradas en un dia de analisis para determinar la precision intra-dia.

Porcentaje de pureza (%)
Muestras (n=5) HCTZ CHP
1 2 3 1 2 3
Promedio 101,09 9928 101,33 99,59 9925 100,67
9% CV 0,71 0,71 0,71 0,93 0,93 0,93
Promedio total (s) 100,57 (1,12) 99,84 (1,00)
% CV 1,11 1,00
Ic @ =310 | 9747 | 10366 +2.78 9706 | 10261
s = desviacion; IC = intervalo de confianza; teb (p=0,05;n=5): 2,776.
TABLA 20

Resultados de la valoracion de las materias primas de HCTZ y CHP obtenidos por interpolacion con cada una de las curvas de calibracion
elaboradas en un dia de analisis para determinar la precision inter-dia.

Porcentaje de pureza (%)
Muestras (n=6) CTZ HCTZ CHP
Dial Dia2 Dia3 Dial Dia2 Dia3 Dial Dia2 Dia 3
Promedio 95,00 100,03 99.04 100,21 100,94 99.85 100,18 100,55 100,94
% CV 3,08 1,03 1,42 0,65 1,48 1.94 1.10 225 1,08
Promedio total (s) 98 02 (2.90) 100,33 (1.45) 100,56 (1,52)
% CV 2,96 1,44 1,51
IC @) =746 | 9056 | 10549 | =373 | 9661 | 10406 | 1301 | 9664 | 10447
s = desviacion; IC = intervalo de confianza; t (p=005;n = 6): 2,571.
TABLA 20
Respuesta de los pardametros cromatograficos de CTZ, HCTZ y CHP ante las interacciones del disefio factorial completo (2%) de ocho
experimentos.

Analito n=8 Area N i kK T R

Promedio 286622 13029 471 0,39 128 -
CTZ K 2434 385 0,05 0,02 0,02 -

% CV 0,85 2,96 1,15 4,00 1,53 -

Promedio 4996143 15650 5,08 0,50 131 2,19
HCTZ s 42239 830 0,07 0,02 0,02 0,09

% CV 0,85 531 135 3,92 131 430

Promedio 1452952 314354 14,32 3,21 1,19 68,27
CHP s 18969 138766 0,05 0,01 0,03 1.23

% CV 131 44,14 037 0,46 2,16 1,80

DISCUSION el alto ntimero de N, con un buen valor de k’,

dada la naturaleza de los analitos, con buena T de
picos y donde se resalta que a pesar de la mayor
similitud estructural existe una buena R entre
los picos de CTZ y HCTZ. Se garantiz6 que el
sistema responde al momento del analisis y se pudo

Se comprobo experimentalmente que el sistema
cromatografico funciona apropiadamente en cuanto
a precision, linealidad e idoneidad del sistema,
con buena eficiencia de la columna ofrecida por
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establecer las condiciones idoneas para determinar
simultdneamente a CTZ, HCTZ y CHP.

El método analitico demostré capacidad de
discriminacion para todos los compuestos que son
producto de los ensayos de estrés, en especial la
HCTZ que apunta a una degradacion en soluciones
acidas a las condiciones ensayadas, pudiéndose
detectar la presencia del producto nuevo, sin
interferencia en la cuantificacion de los otros
analitos. La caracterizacion espectral apoyada por el
detector de fotodiodos en serie, brindo6 sustento para
determinar que el pico producto de la degradacion no
se trataba de CTZ (impureza de sintesis de HCTZ).
Los espectros de absorcion para cada uno de los picos
eluidos, permitié la aproximacion de identidad por
la coincidencia con los espectros reportados en la
literatura.

El analisis de selectividad se complemento con el
estudio de la pureza u homogeneidad de los picos de
los analitos y confirmé que ademas del pico nuevo
(tg =4,48), no existe alglin producto de degradacion
que proporcione un pico superpuesto y no alcance
a evidenciarse, de igual forma que coincide con la
simetria de los picos.

La selectividad del método para otros
B-bloqueantes que pueden estar en diferentes formas
farmacéuticas junto con HCTZ, se comprob6 con
la adecuada R entre HCTZ y ATN y de igual forma
para BP, por lo que el método pudiese emplearse
en la cuantificacién de estos dos compuestos en
mezclas. Los t; de BP 'y CHP son muy cercanos,
con una R menor a 1,5; pero si puede ser detectada
la presencia de ambos en un mismo cromatograma.
El ATN en particular, puede ser utilizado como un
estandar interno, de ser requerido, ya que cumple
con los requisitos [13].

El valor de LD y LC para cadauno de los analitos
fueron obtenidos con las lecturas de tres curvas de
calibracién. Se tomaron estos valores ya que fueron
elaboradas en un intervalo de concentracion bajo, por
lo que se admite utilizar el término independiente,
como lo es el intercepto para estimar estos limites.
Por los resultados arrojados se podria indicar que el
método por CLAR planteado, tiene la capacidad de
cuantificar simultaneamente con una buena precision
y exactitud a HCTZ y CHP.

Los valores obtenidos en el procedimiento de
linealidad para la validacion del método analitico
por CLAR, revelan que fue lineal en el intervalo
de concentracion estudiado, con un nivel alto (>
0,998) del coeficiente de determinacion, superior al

criterio de aceptacion para pruebas de disolucion,
para n-2 grados de libertad, cada una de ellas con
una pendiente estadisticamente distinta de cero
comprobada por la prueba t de Student (to,, >> ty,,
en los tres analitos) para un grado de significacion
igual a 0,05; con intervalos de confianza que no
incluyen el cero (Tabla 9) y con CV de los factores de
respuesta, como una expresion de linealidad, dentro
del criterio de aceptacion (Tabla 8). En la misma
forma, se encontr6 que el intercepto fue diferente
de cero, con un 95 % de confianza (t,,, menor a ty,,
para los tres analitos), garantizando la correlacion
lineal entre la concentracion y la respuesta dada por
el area de pico (Tabla 9). El intervalo de confianza
cumplio la condicidon de proporcionalidad, es decir,
incluye al cero.

Sumado a esto, la prueba G de Cochran aplicada
a los resultados obtenidos no evidenci6 influencia
del factor de concentracion sobre la variabilidad de
los resultados ya que el G, es menor a G, para
cada uno de los analitos (Tabla 9), al igual que se
comprob6 la normalidad de los residuales. Para la
variancia residual constante, la distribucion de los
puntos fue aleatoria y no reflejé ninguna tendencia,
demostrando la validez del modelo.

Los F de Snedecor F; mayor a F,, indicaron
que existe una relacion lineal entre el area y la
concentracion, y con un F, menor a F,; se muestra
un ajuste de los valores al modelo de regresion lineal.
Se puede afirmar que el modelo cumple con los
supuestos de aplicacion y por lo tanto la linealidad
del método es adecuado para la cuantificacion de
HCTZ y CHP en las formas farmacéuticas solas y
en mezclas.

Se comprobo la estabilidad de las soluciones
madre de HCTZ y CHP a temperatura ambiente.
Los resultados soportan que no existe diferencia
significativa entre las pendientes de la curva de
calibracion (Tabla 10), ya que la relacion de la
pendiente de la curva de calibracion del tiempo 0 y
de 96 horas (Tabla 11), no present6 una diferencia
estadisticamente significativa entre las variancias
estimadas de los residuos de ambas lineas con un
95 % de nivel de confianza y para n-1 grados de
libertad, calculado con la prueba F de Snedecor,
donde result6 F,, menor a F,,. Al soportar dicho
valor con la prueba t de Student a un nivel del
confianza del 95 %, se asume que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre las pendientes de
ambos calibrados, es decir, que las soluciones siguen
siendo estables hasta las 96 horas.
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Durante los estudios de validacion se confirmé
la estabilidad de los reactivos, la fase movil, los
estandares y las soluciones muestra, para cada una
de las pruebas de rutina. Aunque se establece que se
preparan y analizan cada dia, fue esencial demostrar
que las soluciones son lo suficientemente estables
como para soportar los retrasos instrumentales que
pueden darse por averias o analisis muy largos.

Para la determinacion de la exactitud del método
propuesto por la comparacion con el método de
referencia USP 37 para HCTZ y CHP materias
primas, se obtuvo que en la prueba F de Snedecor,
el F.,, es menor a Fy,,, para ambos analitos. Esto
indica que no hay diferencias significativas y ambos
métodos tienen variancias estimadas iguales y por lo
tanto precisiones semejantes. Al aplicar la prueba t
de Student, como consecuencia de que las variancias
son homogéneas, siendo S? la varianza conjunta con
un valor para HCTZ de 0,570 y una S para CHP de
1,587; el valor de t.,, es menor que el t,,;,, lo que
significa que no hay diferencia entre las dos medias
para ambos analitos. Esto indica que los métodos
no son estadisticamente diferentes y que el método
analitico propuesto tiene la exactitud requerida.

Para la determinacion de la exactitud del método
propuesto por el método de adicion estandar en la
curva Di-Eudrin® + Inderal® + CTZ se demostro
que las muestras no presentaron interferencia en el
area de pico de HCTZ y CHP al ser enriquecidas
con solucién de CTZ, es decir, que el método tiene
capacidad de discriminacion suficiente con CV
menor al 2 %, entre las determinaciones en presencia
o ausencia de CTZ en la matriz. El valor critico de
Fexp para un contraste de una cola (o= 0,05) es menor
que el F i para HCTZ, de igual forma para el caso de
CHP (Tabla 16), por tanto, con un 95 % de confianza
no hay diferencia significativa entre varianzas de las
areas de los picos para la curva alimentada con CTZ.

La curva Di-Eudrin® + Inderal®+ HCTZ
demostré que la recuperacion es satisfactoria
(100,67 %), y de acuerdo al estadistico t de Student,
(texp menor a t,p) no existe diferencia significativa
entre la recuperacion media y 100, por lo que la
exactitud para HCTZ es correcta. Por tltimo, la
curva Di-Eudrin® + Inderal® + CHP reflejo que la
recuperacion es satisfactoria (99,45 %) para CHP
y con la aplicacion de la prueba t de Student se
evidencid que no existe diferencia significativa entre
la recuperacién media y 100, confirmando la buena
exactitud del método para CHP.

Basados en todos los valores del estudio

estadistico y en que la recuperacion de los analitos
HCTZ y CHP en cada uno de los puntos ensayados
en el estudio, se encuentran dentro del rango de
aceptacion (96 - 104 %); y que de igual forma,
la media de recuperacién para los dos analitos de
interés, se ubica dentro del criterio de aceptacion
(98 - 102 %) [20], se puede considerar que el método
propuesto es exacto para la determinacion simultanea
de HCTZ y CHP, con CTZ como impureza de
sintesis, por la metodologia de adicién de estandar.
Para la precision del método analitico, las curvas
elaboradas en los tiempos estipulados de trabajo para
la precision inter e intra-dia demostraron ser lineales
en el intervalo de concentracién estudiado con r% >
0,99; cumpliendo con los supuestos de aplicacion
estadistica con un 95 % de confianza (Tablas 17
y 19). EI CV para las tres curvas, en ambos casos,
fue menor al 5 % por lo que son consideradas las
respuestas lineales. El conjunto de tres curvas de
cada analito ofrecen G, menor a G, (4 = 0,05
K =8 N =3y lo que significa que las varianzas de
concentracion son homogéneas, es decir, que el
factor concentracion no influye en la variabilidad
de los resultados.

La metodologia empleada incluyo la verificacion
de la repetibilidad del método, ya que depende
generalmente del proceso de preparacion de
muestras; se evalud la precision intermedia del
método analitico, que estudi6 la variabilidad que
existe entre los diferentes resultados.

Los resultados de la precision intra-dia revelaron
un CV menor a 1,11 % para todas las muestras de
HCTZ y un valor de CV menor a 1 % para el CHP.
Esto indica que el método tiene buena precision para
ambos analitos con un IC de + 3,10 % para HCTZ
y + 2,78 % para CHP.

Las respuestas de las muestras de HCTZ y CHP
inter-dia, muestran un CV menor a 2 % y para CTZ
como impureza de sintesis un valor de CV menor a 3
%. E1 CV se encuentra dentro de los limites indicados
por Horwitz (2 %) [10, 19, 22-23] para el rango de
concentracion de 100 % de las materias primas, esto
indica que el método tiene buena precision para el
valor de concentracion seleccionado (0,028 mg mL-!
HCTZ y 0,044 mg mL-! CHP).

Con estas metodologias se pudo comprobar
que el método analitico desarrollado cumple las
especificaciones establecidas para la precision del
método.

El estudio de robustez propuesto, permitid
conocer la estabilidad del método analitico ante
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pequefias modificaciones de las condiciones descritas
y su independencia frente a éstas; también permitio
confirmar las interacciones de importancia en el
analisis simultaneo de CTZ, HCTZ y CHP, como
lo fue la [1-HSS] y la [KH,PO,], para un trabajo
optimo. Bajo los criterios técnicos, las interacciones
de la composicion de la solucion amortiguadora,
tienen poco fundamento de ser verosimiles.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio de validacion
confirman la idoneidad del método analitico por
CLAR-FR para la cuantificacion de HCTZ y CHP,
en presencia de CTZ como impureza de sintesis, en
analisis de materia prima o de producto terminado.

Se comprobo el cumplimiento de la linealidad
por los parametros estadisticos planteados. Su
exactitud fue demostrada por dos metodologias. La
precision intra-dia e inter-dia, ofrecid % CV dentro
de los valores requeridos. Los disefios estadisticos
elaborados para demostrar la robustez del método
analitico mostraron resultados validos sobre el
margen razonable de fluctuacion para cada factor y
su interaccion, que permitieron garantizar la robustez
del método desarrollado con un 95 % de confianza.

El método analitico desarrollado [9], garantiza
la monitorizacion de la estabilidad de los principios
activos, en especial de HCTZ por su selectividad;
es aplicable en todas las etapas del ciclo de vida del
producto y el tiempo de andlisis es relativamente
corto. La buena resolucidon que existe entre los
picos de HCTZ y CHP permitira la aplicacion de
este método en muestras mas complejas, como los
medios biorrelevantes y matrices biologicas.

Es por esto que se garantiza que la validacion
se realiz6 siguiendo un exhaustivo protocolo del
procedimiento analitico en el andlisis farmacéutico,
donde la combinacion de grupos de contribuidores
de variabilidad, ligados a un diseflo, demostraron
los niveles de precision y exactitud experimental
de la metodologia propuesta en los rangos de
concentracion planteados (0,1 - 3,5 ug mL-! para
CTZ, de 1,4 - 33,6 ug mL-! para HCTZ y de 2.2 -
52,8 ug mL-! para CHP).
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