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INTRODUCCION



l.-INTRODUCCTION.

1.1.- Introduccibn;

Actualmente,debido a la diversidad y cantidad de productos cue se ma-

nejan y mara tener la sequridad de aue los métodos son avnroniados,tan

to la Industria Farmacéutica como la Secretarfa de Salud estdn intere

sados y encaminados en la validacibn de los métodos analiticos emnlea

dos en los laboratorios,

Se tienen razones importantes por las cuzles se valida el método para

cuantificar el ingrediente activo,una de ellas v muv importante es gue

la validacidn del método analitico es una parte inteoral del Sistema

de Control de Calidad.Ctra razfn es aue las Prdcticas Adecuadas de

Manufactura (P.A.M.)y las nuevas disvosiciones oficiales recuieren

de la validacién del contenido.Ademis,proveen un medio para aue 10s

cienti{ficos tengan una comunicacién efectiva concerniente a las cues-

tiones té&cnicas.

Como parte del Sistema de Control de Calidad,la validacifn del conte-

nido juega un panel clave dentro del ciclo de control universal.Este

ciclo incluve los siguientes pasos:

~ Ajustar estd@ndares.

- Estimar la conformacién de los esté&ndares.

- Tomar acciones apropiadas cuando los estdndares no son satisfacto-
rios.

- Planificar para mejorar.

Sin una confianza en las mediciones tomadas de las muestras que llegan,

en proceso y tambi&n en producto terminado,serfa de qran dificultad

confirmar que el producto que fué fabricado es uniforme y que cumple

con la serie de esti&ndares gue aseguran su disposicifn para el uso.



Ya que él ciclo de control de calidad es un procesoc en evolucidn,la
necesidad para la validacibn del contenide implica aue alauna forma de
validacibn o verificacién continue hasta el final del veriodo en el
que el procedimiento de ensayo esté en uso,y esto no es algo aue se ha
ga inicialmente cuando el ensavo es desarrollado v desmués olvidado.
Otra razfn es que la responsabilidad del fabricante es sunministrar
productos a niveles de calidad consistente con estindares que aseguran
su disposicién para su uso y por eso redquiere de un programa progresi
vo de validacién del ensayo.

Lo importante,es gue al tener el método analitico validado se asequra
que el método es correcto,lo que dard una pauta para que el departamen
to de produccifn sepa en un momento dado si lo cue estd produciendo
estd dentro de loﬁ pardmetros establecidos y,si.es asi,producird pro-
ductos de calidad consistente.Por esto,es importante tener validado

el método anal;tico con base en pmrincipios cientificos adecuados como

son la lipealidad,precisién y exactitud.

1.2,- Objetivo.

El objetivo es el validar el método analitico propues-
to por la casa matriz para la furosemida en el producto terminado de
Lasix solucibn inyectable,comprobando su precisibn,exactitud,lineali-
dad,sensibilidad y su reproducibilidad,obteniendo la evidencia docu-

mentada y tener un mé&todo confiable,



1.3.~ Generalidades.
1.3.1.- Cromatograffa de Liguidos de Alta Resolucién (C.L.A.R.).

Esta técnica tambi&n se le conoce como cromatograffia de licuidos
de alta presifn o cromatograffa lfauida moderna (High Performance Li~-
quid Chromatography, H.P.L.C.).

Es usada para senarar los componentes de una mezcla acuinmica.Estos
componentes {o soluto),son nrimero disueltos en un disolvente Liquide
y después pasados a través de una columna cromatogrdfica bajo un flu-
jo a una presi6n determinada.En esta columna,la mezcla es resuelta en
sus componentes.la capacidad de resolucidn es importante y es deven-
diente de las interacciones entre los componentes del soluto v la fa-
se estacionaria definida como un material de empague inmévil en la co
lumna.El movimiento de partfculas del sistema es la fase mévil la cual
es un lfguido.El éxito en la aplicacién de CLAR para un compuesto de-
pende de varios factores combinados adecuadamente,es decir,de las con
diciones de opéracién como son: el tino de columna,la fase m6vil,la
longitud y didmetro de la columna,la velocidad de flujo de la fase md
vil,etc. La migracibn diferencial en la CLAR es resultado del ecquili=-
bric de distribucifn de los componentes de una mezcla entre la fase
estacionaria y la m6vil.Los mecanismos de separacidn involucrades en
la retenci6n de las moléculas de una muestra por parte de la fase esta
cionaria,dan lugar a los diferentes métodos de la cromatografia liqui-
da:
1.3.1.1.- Cromatograffia de Exclusibn Molecular.

Se basa en el tamafic molecular.El empague es un material poroso
cuyo tamafio estd definido,separa muestras cuyo neso molecular puede

ser de 500 hasta varios miliones; se utiliza para separaciones
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de macro-moléculas como: proteinas y dcidos nucléicos,para la puri-
ficacién de mezclas bioldmicas consistentes en moléculas grandes vy
pequefias (separacidén de drogas de fluidos fisioléeicos como nlasma v
orina,ingredientes activos en cremas v gelatinas en formulaciones
farmacéuticas). Las moléculas que son demasiado erandes nara el no-
ro salen ripidamente de la columna mientras aue las neauefias nenetran
en los poros proloneando su tiempo de elucidn. Lmnlen materiales
blandos incanaces de resistir presiones mayvores de 4 atmdsferas

(ver figura N° 1).

1.3.1.2.- Cromatoerafia Liaguido - Liquido o de Particién.

Se basa en la distinta solubilidad que voresenta una molécu-
la de la muestra en la fase mdovil v en la estacionaria.las moléculas
de la muestra se distribuyen entre ambhas fases como sucederia en una
extraccidn liquido-liquido.Se usan componentes moderadamente pola-
res de peso molecular inferior a 1500, columnas de 15 a 50 cm de
largo v de 3 a 5 mm de didmetro; la caida de nresién puede ser hasta
de 350 atm. v denende del tamafio de la particula,longitud v relleno
de la columna,flujo de la fasc mévil,temperatura v viscosidad de

la fase mévil,

1,3.1.3.- Cromatografia de Intercambio Idnico.

Esta basada en la competencia entre la fase mévil v la muestra idnica
por los sitios o grupos activos de una resina cambiadora de iones
como fase estacionaria.Estas resinas estdn fabricadas con materia-
les que tienen exceso de cargas eléctricas positivas o negativas
permanentemente unidas a la superficie de la particula de la resina

mediante enlaces quimicos.



Las intercambiadoras de cationes contienen un grupo funcional &cido
como &cido sulfbnico o carboxilico (cambiador de catibn fuerte) en
tanto que las cambiadoras de aniones contienen un aruno funcional
b&sico {(grupo amonio o amonio cuaternario) unido al dtomo de silice

a través de grupos intermedios.

1.3.1.4.~ Cromatografia Liguido - S61ido o de Adsorcidn.

La separaci6n depende de la interaccidn entre la muestra,el empaque
de la columna y el disolvente que acarrea la muestra a través de todo
el sistema.

De esta manera,la muestra se distribuye entre la fase mfvil (disol-
vente) y la fase estacionaria (sflice, alimina, etc.).

La sfilice se somete a un proceso de desactivacién para disminuir el
proceso de retencifn de moléculas muy polares, de esta manera se man-
tiene la superficie en condiciones uniformes.

La separacifn ocurre segfin la afinidad de la muestra hacia la fase
s6lida o la fase Lfquida.Si una molécula tiene m&s de un gruwo funcio
nal, el mds polar tendrd mayor efecto y serd el gue determine el tiem
po de elucidn del compuesto.

Por esta raz6n la cromatografifa de adsorcibn generalmente separa la
mezcla en clases de compuestos, agrunidndolos seqfin el gruno o grupos
funcionales de mayor polaridad.

Se elige una fase movil de una nolaridad aproximadamente iqual a la
de la muestra o Ligeramente inferior, en esta forma el flujo constan-
te con la misma polaridad hace cue la muestra rompa su unién con la

fase estacionaria y asfi sea eluida.
o

o



Segfin la polaridad relativa de las dos fases y la prenonderancia de
tos fenbmenos de adsorcién o reparto, se clasifica en dos formas:
1.3.1.4.a.- Fase Normal.

El Lecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar (ej, sfilice)
y la fase m6vil es apolar {(ej. n-hexano).Las muestras polares guedan
retenidas en la columna durante tiempos mayores aue las muestras menos
polares o apolares.lLos empoues vara la fase normal son por ejemnlo
silice, amino,ciano y diol { figura N°Z ),

1.3.1.4.b.,~ Fase Inversa.

Es el proceso inverso en el cual el lecho estacionario es de naturale
za apolar ( ej. hidrocarburo ), mientras la fase mévil es de un liqui
do polar.Cuanto mis apolar sea la muestra,mayor serd su retencisén

( fig. N°3 ).Los eﬁoaques para la fase inversa sonh por ejemnlo 0ODS

( Cl8 ),octil,metil v dimetil siianoc.

Comparacifn entre fase normal y fase inversa:

Fase Normal: Fase Inversa:
Polaridad del empaque: Alta Baja
Polaridad del disolvente: Baja o mediana Mediana o alta
Orden de elucién de la
nuestra: Menos polar M4s polar primero
primero
Efectc de aumentar
polaridad del disolvente: Reduce tiempo Aumenta tiempo

de la elucién de la elucibn
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FASE MOVIL:
ELUNEN(E
APOLAR

POLAR DE
LA FASE
ESTACTONA-
RIA.

Figura N°® 2, Cromatografia 1fquida en fase normal.los circulos
representan los tipos de compuestos presentes en ia muestra y
su posici6n relativa en la direccitn del flujo de la fase mbvil

indica su orden de elucidn,



ELUYENTE

Sa) FASE MOVIL:
¥ POLAR

SUPERFICIE H3 SEML
APOLAR DE Ha POLAR
LA FASE Hy
ESTACIONA-

RIA. H3

Figura N°3. Cromatograffa liquida en fase inversa.
g g q

Los circulos representan los tipos de compuestos
presentes en la muestra y su posicidn relativa en
la direccién del flujo de la fase mdévil indica su

orden de elucién.

- 10
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1,4.~ Validacién de Métodos Analiticos.

El objetivo principal en una planta farmacéutica es fabricar
productos que cumplan con los requisitos de calidad al costo mas
bajo posible. Existen varias razones por las cuales la industria
farmacéutica estd preocupada porque sus procesos y métodos analiti
cos estén validados:

-- Normas legales y reglamentaciones oficiales.

-=- .Garantia de la calidad.

-~ Reduccidén de costos.

A la fecha,la industria farmacéutica mexicana no contaba afin con
reglamentaciones oficiales especificas concernientes a préicticas
adecuadas de manufactura y debido a ello, habia optado por emplear
las normas que a este respecto han sido publicadas en otros paises.
De entre ellas, las mas extensamente usadas y més frecuentemente ci
tadas son las de los Estados Unidos (Current Good Manufacturing
Pactices).En ellas uno notard que el tema de validacién no se tra
ta de manera directa,pero si se enumeran una serie de requerimien
tos y normas cuya apreciacifn contextual y subsecuente puesta en
prictica,lleva al control de procesos,operaciones y métodos.La FDA
(Food & Drug Administration = Administracidn de Drogas y Alimentos)
pubiicé en 1984 un borrador de una gufa para la presentacidn de sg
porte de datos analfticos para validacién de procesos en las gque
se ve la importancia de validar tanto procesos como métodos analf
ticos y asi asegurar la calidad de los productos farmacéuticos.

La falta de validacién del proceso y del m&todo analitico implica
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que el proceso y métode no estan bien entendidos ni bajo control v
por ello no es posible confiar en la calidad de los productos fabri
cados. Las Pricticas Adecuadas de Manufactura v las validaciones del
proceso y del método analitico son conceptos inseparables,scn csen
ciales para obtener una garantia de calidad. Frecuentemente la va-
lidaci6én de un método o proceso conduce ademis de la calidad mis
consistente, a una mejora de la misma.
La experiencia indica que un método validado e¢s un método mas efi-
ciente,que produce menos pérdidas,repeticiones,etc,.Aln cuando exis
ten obvios costos iniciales asociados con la validacién del método,
también existen ahorros de costo potenciales a plazo mids largo.
La principal razén para validar un método es garantizar la calidad
a un costo reducido.La validacion también ahorra tiempo,lo cual
constituve otro ahorro indirecto de costos.Con un método validado
no hay "quebraderos de cabeza" cada vez que hav cambios en: perso-
nal,disolventes o equipo.Esto es debido a aue el método esta bien
documentado y se basa en principios cientificos firmes,los cuales
han sido bien pensados a través de la validacidn ariginal,lo que
provee un fundamento sélido sobre el que se opuede basar los cambios.
El personal tiene a su disposicién procedimientos escritos a seguir
y que son revisadeos contfinuamente y el personal supervisado para
evitar perder el tiempo tratando de encontrar la forma de hacer cier
tas operaciones o un método impropio.Otra razdn para validar seria
cuando el anilisis de muestras de producto terminado es inadecuado
para detectar ciertos tipos de defectos en los productos.El andli-
5is es estadistico en naturaleza,serfa imposible e impracticable
analizar cada unidad de producto para cumplimiento total con todas

las especificaciones.
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Aparte del enorme volumen de trabajo,no quedaria nada por vender y
alin asi, todavia no tendrfamos el 100% de garantfa debido a la varia
"bilidad en los métodos de andilisis.
Algunos defectos tienen la tendencia a amarecer a través de todo el
lote en una forma relativamente uniforme; otros estfin distribuidos
al azar en el lote,frecuentemente en forma aislada.De aaui el remar
cado énfasis puesto en la garantia de calidad,buenas nracticas de
manufactura,control de calidad y en proceso,etc. todos los cuales im
plican y requieren que los procesos y los métodos analiticos sean
validados. Se han propuesto muchas definiciones de validacidén pero
hasta ahora ninguna ha sido aceptada universalmente, por lo que a
continuacién enuncio algunas: para las gufias de la F.D.2. de los
Estados Unidos (1987): “"validacién es el establecimiento de eviden
cia documentada la cual provee un alto grado de garantia de que un
proceso especifico producird consistentemente un producto gue cunmple
con sus especificaciones y atributos de calidad predeterminados”.
Seglin la Asociacidén de Fabricantes Farmacéuticos (E.U.2.) especifica
mas sobre los métodos analiticos:
"Validacién de un método analitico es el proceso oor el cual se ™
establece por estudios de laboratorio que las caracterfisticas de
comportamiento del método cumplen con los requerimientos para las
aplicaciones analiticas propuestas”. Estas caracteristicas de
comportamiento son expresadas en términos de parametros analfticos:
para una apropiada discucifn de los resultados obtenidos con el métg
do analitico, " y " es designada como una medida cuantitativa obser
vada de la caracteristica analitica (respuesta analitica) la

cual es caracterfstica de la substancia a determinar ( analito ).
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Los valores observados son usados para determinar la concentracién

"x" y la medida cuantitativa "y" estd definida como la funcién ana

litica ( y= £(x) ).Los valores Yi [v‘,yz,...,yn),debida 4 su origen

experimental ,muestran variaciones causadas nor:

-- Erroves sistemiticos: que dan lugar a medidas incorrectas v que
puede ser: constante o absoluto y proporcional o re-
lativo,cuyas fuentes son errores instrumentales,de
método,operativas o personales.

-- Errores aleatorios: que permanecen alin cuando se¢ ha eliminado el
error sistemitico y por lo tanto da lugar a medidas
imprecisas.

‘Estos errores aleatories reflejan la variabilidad inherente de la

respuesta analitica y origina una serie correspondiente de valores

Xi (x1,x2,...,xn).Los métodos analiticos de farmacopea (USP,DAB,BP,

etc.) y provenientes como en este caso de la casa matriz,son méto-

dos validados,en los cuales los errores sistemiticos son controlados
de tal manera qde la exactitud de los resultados no se afecta.la
validacidén entonces del método analitico consistird en evaluar pard
metros tales como selectividad,precisidn,exactitud y linealidad.

1.4,1,- Selectividad o Especificidad.

Es la capacidad para medir exactamente v especificamente el analito

en presencia de otros componentes,los cuales pueden estar presentes

en la matriz de la muestra.La selectividad puede a menudo ser expre
sada como el grado de tendencia de resultados de prueba obtenido
por el andlisis de muestras conteniendo impurezas afiadidas,produc

tos de degradacidn, compuestos quimicos relacionados
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o placebo (ingredientes) cuando se compara con resultados de prueba
de muestras sin sustancias adicionadas.La tendencia ( desviacidn )
puede ser expresada como la diferencia en resultados de contenido
entre los dos grupos de muestras.La selectividad es una medida del
grado de interferencia (o ausencia de la misma) en el andlisis rle
mezclas de muestras complejas.lLa especificidad o selectividad del
método analitico se determina comparando resultados de pruebas de
anilisis de muestras conteniendo irpurezas,productos de degradacién
o placebos.La tendencia del método si hay alguna,es la diferencia
en los resultados de la vrueba entre los dos grupos de muestra.
Cuando las impurezas o productos de degradacidn estfn sin identifi
car o no disponibles,la selectividad puede ser demostrada por el
andlisis,con el método en cuestién de muestras conteniendo impurezas
o productos de degradacifn y comparando los resultados con aguellos
de ensayo de pureza adicional (prueba de cromatografia,solubilidad
de la fase,etc.).El grado de concordancia de los resultados de prue
ba es una medida de la selectividad.
Idealmente,significa que el compuesto que va a ser medido estd libre
de interferencia de todos los materiales conocidos.Sin embargo tal
aproximacidén no es realista ni v&lida.Por lo tanto,la prueba o en-
sayo sera considerada valida si:
== No hay interferencia de los excipientes con la potencia y pruebas

de preservativos (no hay efecto del placebo).

-- En adicién,la prueba para el ingrediente activo serd suficiente-
mente especifico para que no haya interferencia de los productos
de degradacidn conocidos.

== Pruebas de medicamentos a granel no tendran interferencias debidas
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a productos de degradacidn conocidos e impurezas del proceso. (fig. N°4)
1.4.2.- Precisién.
Asumiendo gue la especificidad ha sido previamente demostrada,la ca
lidad de la respuesta analitica {la serie de valores experimentales.
Yi) puede ser indicada por su precisidn.la precisidn de un mé&todo
analitico es el grado de concordancia entre resultados de prueba in-
dividuales cuando el procedimiento es aplicado repetidamente a mdlti
ples muestras de una muestra homogénea.Es expresada usualmente como
la desviacién estandar o desviacién estandar relativa (coeficiente de
variacién) .Es una medida del grade de reproducibilidad del método ana

litico bajo circunstancias normales de operacién.

2; ( *i X )2 S
s = D.E.R, (C.V,%} = wmies , 100
n-=-1 X

La precisién de un método analitico se determina ensayando un suficien

te nimero de alicuotas de una muestra homogénea para poder calcular
estadfsticamente estimaciones vilidas de la desviacidn estandar o la
desviacidn estandar relativa { coeficiente de variacién). Andlisis

en este contexto son andlisis independientes de muestras las cuales
han sido llevadas a través de un procedimiento analitico completo des
de la preparacidn de la muestra,hasta el resultado de prueba final.
Es evidente que decjsiones acerca de la precisidn requerida deben de
ser hechas tomando en cuenta los costos totales.Para pruebas con bajo
volumen,un laboratorio puede aceptar una baja precisién (DERY5%) por
gque &sta serfa més costeable que analizar mds muestras para una prueba
la cual es hecha ocasionalmente gue gastar muchos meses desarrollande

un método muy preciso ( DER £2% , 0.05 de nivel de significancia).



También 1a precisién evalua la Repitibitidad del método

Esta repetibiliderd se refiere a la concordancia entre valores sucesivos deter
minados bajo condiciones iguales de trabajo y un vator medio.Se puede evaluar
mediante el céilculo de 1a desvincifn estandar de los resultados obtentdos.La
inferencia de la variabilidad de los resultados se hace mediante la prueba de

b
“"chi~cuadrada ( o ji-cuadrada ) 7K definida nor:

2. (- g(sty o fxoxd X *n
(s

n = nmero de determinaciones.

s™= varianza muestral,

@ = varianza tefrica ( noblacional ). Renresenta la variabilidad del
método, {kste valor se selecciona basfindose en la variabilidad
que por experiencia generalmente nresentan los métodos.En el
caso de 1a cromatografia de 1iquidos moderna el valor seleccio-
nado es cr2 = 5.

Establecemos un contraste de hipStesis con lo cual decidiremos acerca de la re

pitibilidad del mé&todo:

IIO: 52 =c’2 hip6tesis nula.
Hy: s #a’z hip6tesis alternativa.
Para una regi6n de aceptaci6n o de rechazo del 959 con una significancia de
= 0,05,

La evaluacién del intervalo de confianza para determinar entre qué valores se

encuentra el valor verdadero del parimetro se hace por medio de:

(n-10s")

l\)—‘

I¢ g5y = L <o ¢
1



1.4.3.- Exactitud.
La exactitud de un método analitico es la proximidad de los resulta
dos de prueba obtenidos por el métedo con respecto al valor verdade
ro.La exactitud puede a menudo ser exnresada como el norcicnto de
recobro por el ensavo,sabiendo la cantidad afadida del analite.lLa
exactitud del método analitico puede ser determinada aplicando cl
métode a muestras o mezclas de excimientes a las cuales se les ha
afiadido cantidades conocidas del analito ner arriba y vnor abajo de
los niveles esperados en las muestras.lLa exactitud de un método es-
td afectado por errvores experimentales que son debidos a la tenden
cia (desviacidn) en el método.La evaluacidén de la exactitud es con
venientemente expresada por la diferencia entre la media del resul
tado analitico y el valor verdadero,conocido 6 asumido:

b=x-w
La diferencia,llamada tendencia (desviacidn},puede ser un nimero ne
gative o positivo.También la tendencia puede ser expresada en rela
cién con su media (tendencia relativa,b3): b% = b/x . 100
Para un procedimiento acentable,la diferencia entre la cantidad afia
dida y recobrada deberia de ser de 5% o menos de todas las concentra
ciones para las cuales el ensayo es considerado vilido v la diferen
cia promedio tendrd un valor significativo estadistico de 1% o menos.
Este criterio puede ser definido efectuando inferencias estadisticas
en base al valor real mediante:
-- Pruebas de hipdtesis: verificando que los datos experimentales per
tenezcan a una distribucién especial cuyo pardmetro es el valor real.
Esta distribucién es la "t" de Student para muestras pequefias y

estid definida por la expresidn:



x — pg)
tz_.___P_U___
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/ae
donde: X = media de las determinaciones.

Po © media tedrica = 100% (poblacional).

s = desviacién estindar de las determinaciones.

n = ndmero de determinacioenes.
Estableciendo un contraste de hindtesis:
Hot po= pg hip6tesis nula. s p £ py hindtesis alternativa.
Con lo que se determina si el método es exacto para una regidn de
aceptacién o de rechazo del 95% con una significancia del 0.05,
Utilizando el intervalo de confianza nos permite evaluar dentro de
qué intervalo se localiza el valor verdadero del pardmetro,utilizando
la expresién: ic=xt t9.05 { s/ym)
1.4.4.- Linealidad.
La linealidad de un método analitico es su hahilidad para obtener re
sultados de prueba los cuales directamente o por una bien definida
transformacidn matemdtica,son propercionales a la concentracidn del
analito en las muestras, dentro de un rango dade. La linealiiad se
expresa usualmente en términos de la varianza alrededor de la pen-
diente de la regresién lineal calculada de acuerdo a una relacién
matemitica establecida a partir de los resultados de las pruebas
obtenidas por el anilisis de muestras variando concentraciones del
analito.La linealidad del método analitico se determina por trata-
miento matemitico de los resultados de prueba obtenidos por el and
lisis de las muestras con las concentraciones del analito a través
del intervalo determinade del método.El tratamiento es normalmente

un cilculo de una regresién lineal por el método de minimos cua-
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drados de resultados de prueba contra las concentraciones del anali
to.En algunos casos nara obtener promorcienalidad entre ensavos v
concentraciones de 1la muestra los datos de prueba tendrian que ser
sujetos a una transformacidn matemdtica antes del anilisis de regre
sion.La pendiente de la regresidn lineal v su varianza dan una ne-
dida matemitica de la linealidad; la interseccidn ecn el cie de las
ordenadas es una medida de la tendencia potencial del ensavo.
Graficando los resultados de prueba como una funcién de la concen-
tracién del analito en un papel adecuado puede ser una alternativa
aceptable al cilculo de la regresidn lineal.

La ecuacidn de la recta de regresidn es:
Yeps e p
donde: v = cantidad recobrada.
x = ¢antidad adicionada.
B = ordenada al origen poblacional = 0
§ = pendiente poblacional = 1
El ajuste de los valores experimentales al modelo lineal se puede
conocer por medio de:
-~ 1" = coeficiente de determinacidn vy
-- 1 = coeficiente de correlacién.
Mientras mds se acerquen estos valores al valor de 1,el modelo 1i-
neal propuesto serd el mds aproximado a una recta.Para saber que
tanto se ajusta la recta de ajuste al modelo de regresién lineal,
utilizamos pruebas de hipdtesis para la pendiente v para la ordenada
al origen estableciendo nara ellos sus respectivos intervalos de

confianza a un nivel de significancia dado.
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Ordenada al origen: HO: b = B donde B = 0, hipétesis nula,
”1: b # B donde se tiene una hipdtesis alterna.
Pendiente: Ho: m =¥ donde = 1, hipdtesis nula,
Hy: m 7§ hipétesis alterna.
Las expresiones del modelo matemdtico para estas hipdtesis serd la

nt" de Student:

Ordenada al origen:

Bv/ix
“Z (xi-i)?'
Pendiente: . ] (m-p) sx\/’n_—l_
calc §y/x
donde: m = valor de la pendiente experimental.
¥ = pendiente tedrica = 1 (noblacional).
b = valor de la ordenada al origen (poblacional).
B = ordenada al orieen tedérico = 0 (voblacional}.
Xy = cantidad adicionada.
X = media de las cantidades adicionadas.
Sy = desviacidén estandar de las cantidades adicionadas.
€

y/x = error estandar de estimacién modificado.

n = niimero de determinaciones.
La evaluacién de los intervalos de confianza para la ordenada y la
pendiente a un nivel de significancia dado (siendo = 0.05) para de-
terminar entre que valores se encuentra el valor verdadero de la

pendiente y la ordenada:



Ordenada al origen:’

IC=0b

pendiente:

'+

i+

~
to.ys ¢ Sylx )

o
Svrx

0.95 5 fn-1
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1.5.,- ESTABILIDAD DE LA FUROSEMIDA.

Furosemida: Acido 4-cloro-N-furfuril-5-sulfamoilantranilico:

C], ]]C1V 0 S Peso Molecular: 330.7
CooH ,
{)\j'\! CH-; >
N
45\\0L|

La furosemida es un polvo cristalino blanco o casi blanco,prictica
mente insoluble en agua y cloroformo,soluble en acetona,poco soluble
en etanol v dificilmente soluble en cter.La sutancia se solubiliza
en soluciones diluidas de hidréxidos alcalinos,por ser un dcido car
boxilico al elevarse el pil del solvente su solubilidad se incremen-
ta.Su produccidén es partiendo del dcido 2,4 diclorobenzoico el cual
se clorosulfona en la posicién 5 con el acide clorosulfénico a 0°C
y amoniaco concentrado dando una sulfonamida.

Los dos dtomos que tiene reaccionan con un exceso de furfurilamina

por una sustitucién nucleofilica nara dar la furosemida:

OOH COoH . COOH
o )ai=SCsH, 2h150%¢ A AN
M'_Lél‘__p _f_;Lz_\aQZ___... CHZ_(>
HzNOp 5 N0, S
ct cl
Acido 2,4 Sulfonamida. Furosemida

dicloro benzoico.
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La furosemida es un diurético usado en el tratamiento de edemas car
dfacos,hepiticos y venales,de hipertensidn arterial,edemas por que-
.maduras,por insuficiencia venosa y postromb6tica;se administra nor-
malmente en solucifén parenteral conteniendo 20 mg/2 ml (ampolleta.).
Su estabilidad ha sido estudiada por varios autores y dichos estu-
dios demuestran que su descomposicién es por hidr6lisis © fotoquf-
mica: . HOO! NHz
' Acido 4-C1-5 sulfamoil

HaNOps” X

| antranilico.

coort |
NH-—-C %)

HNO,S !HzO,Hm A\\\\\\\*

<\ O, a0l H,p

g —20 5 CHLCOCH,CH,CO0H

Furosemida. Alcchol furfurilico Acido Levulinico.
Rowbotham et al. reportan que la solucidn acuosa de furosemida sufre
una degradacidn por hidrdlisis y fotoquimica.
La cuantificacidn de los productos de degradacidn de la furosemida
por método de la USP XIX utilizando procedimientos de UV vara el con
tenido no fué exitoso.Una prueba de estabilidad del contenido de la
furosemida usando CLAR fué desarrollada por Ghanekar et al. y repor-
taron que una sclucidn acuosa de furosemida conteniendo sorbitol y
10% de alcohol ( v/v ) tiene estabilidad limitada.
El pH de la solucidn fué ajustado a 8.5,sin embargo esto dificultd

el mantener el valor del pH de la solucidn,lo gue causo fué una



descomposicidén ripida.

Kirit et al. reportaron en su estudio el efecto del pH, clorchuta-
noi, EDTA, propilenglicol, metahisulfito de sodio, sulfito de sodio
y clorhidrvato de cisteina en la furosemida a difcrentes temperatu-
ras ( 24 ¥ 50°C ) que el nif aparece como el factor critico para la
estabilidad de la furosemida. Teniendo en cuenta esta informacidn
para la parte de la especificidad en la validacidn del método, sc
podia degradar la furosemida en la solucidn por hidrdlisis o ajus-
tando el pl a 1-2 v permanecer de 2 a 4 semanas a 60-80°C.

0 bien, tomando una muestra de retencién ( contramucs-
tra ) que tuviera aproximadamente de 4 a § afos v ver la anaricidn
de la sutancia relacionada: Acido 4-cloro-5-sulfamoilantranflico

vy verificar que este producto puede ser semarado de la furosemida
por CLAR y que no interfiere con el tiempo de retencidn de la misma.
Ajustando las condiciones del integrador ( atenuacidon = 2 y el um-
bral ( threshold ) = 4 ) se visualizard mejor la resolucién obteni-
da a partir de las caracteristicas de las fases utilizadas, la fuer
za de la fase mévil v de las caracteristicas de la columna emplea-
da.

Al manejar o variar los factores de selectividad, eficiencia y ca-
pacidad para obtener una mejor rtesolucidn v conocer la especifici-
dad del método, se tendrd como resultado final el corroborar gue

no hay efecto del placebo, ni interferencia del producto de degra-

dacién en el cromatograma de la furosemida.



PARTE EXPERTI

MENTAL
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il.-PARTE TEXPERIMENTAL,
II.1,- INTRODUCCION.

En esta parte se tendra la parte experimental,
donde se validari el método analitico para cuantificar furosemida
en solucion inyectable,describiendose a continuacidn el método,los
reactivos utilizados,el eauipo,las condiciones de operacién v los
resultados obtenidos,asi como las conclusiones,.

E1 método analitico se basa en la técnica cromatogrdfica de separa
cién liquido - sélido o de adsorcién en fase inversa, en la que la
separacidn depende de la interaccidn entre la muestra, el empaque
de la columna y el disolvente que acarrea la muestra a través de
tode el sistema vy en el cual el lecho estacionario es de naturale

za apolar, mientras la fase movil es de un liquido polar.
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I1.2,- DI SERO DEL TRABAJO.

2.2.1.- Método Analitico.

Procedimiento para la muestra:

Se transfieren 5 ml. de la solucidn inyectable de Lasix (previa mez
.cla del contenido de varias ampolletas) a un matraz volumétrice de
50 ml.

Se diluye con 20 ml. de Metanol R.A. v se afora con solucidn de bi
carbonato de sodio 0.05 M.

Cinco mililitros de esta solucién se transfieren a un matraz volu-
métrico de 50 ml, y se afora hasta la marca con la fase mdvil.

Una parte de esta solucidn se filtra dos veces vor membrana de 0.2
um y se degasifica.

Procedimiento para el estindar:

Se pesan exactamente 50 mg. de Furosemida estdndar,se transfieren
a un matraz volumétrico de 50 ml., v se afora hasta la marca con la
fase mévil.

Se toman 5 ml. de esta solucidn y se transfieren a un matraz volu-
métrico de 50 ml. y se afora hasta la marca con fase mdvil.

Se filtra 2 veces por membrana de 0.2 um y se degasifica.

Para llevar a cabo la validacién del método,definiremos los parédme
tros y criterios a seguir para cada una de las pruebas:
1.- Linealidad del Sistema:

- Se determinara construvendo una curva de calibracifn de una misma
solucidén patrén utilizando 5 diluciones y haciendo el andlisis por

duplicado para cada dilucidn, en estas diluciones tendrd que estar
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incluido el 100% de la dosis.El criterio a seguir sera que cumpla
con: b = 0, r® 0.99, r> 2 .98,

2,- Precisidn del Sistema:

Se determinard por andlisis sextuplicade de una misma solucién es-
tindar correspondiente al 100} establecide en la linealidad.

El c¢riterio a seguir serd que cumpla con un coeficiente de variacidn
(Cwv. ) = 1.5 5.

3.- Linealidad del método:

Se determinard con placebos adicionades { placebo al que se le adi
ciona el ingrediente activo ),para esto se deberd de conocer la for
mulacién de la solucién ( protocole de fabricacidn ) para poder ela
borar el placebo. Cada placebo adicicnado se analiza de manera inde
pendiente a tres diferentes concentraciones { incluvendo el 100% )
v se hace por triplicado cada concentracién.Esto le hace un mismo
analista en las mismas condiciones de operacidn.

El criterio a seguir serd que cumpla para la cantidad adicicnada

vs cantidad recuperada: m =1, b = 0, r® » 0.98.

Para el porciento recuperado en el intervalo de confianza para la
media ( x ) debe localizarse el 100%, C.V. = 2%.

6.- Especificidad:

Se verificard que el producto de degradacién pueda ser separado

del principio activo y que no haya interferencia del placebo,es de
cir, que los tiempos de retencidn en el cromatograma sean diferen-
tes para que no se traslapen vy den datos errdéneos de concentracio-

nes del principio activo y del producto de descomposicién.
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11.2.2.- EQUIPO UTILIZADO.

Aparato: Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucidn, narca Hewlett-
Packard modelo 1096L ( sistema de distribucidn de disolven
tes, sistema de gradiente binario, inveccién de la nuestra
manual ( Rheodvne ) , intercambialor de calor v termestato,
detector de diodos en circuito intesrado, limmara de Deute

rio v centrol de sistema LUSI j.

Tratamiento de los datos:

Integrador HP3392A,

Columna: LiChrospher 100 RP-18 de la compaiia Merck.
Tipo: acero inoxidable, tlongitud: 100 mm
Tamdfio de particula: 5 um
Pidmetro interno: 4 mm
frupo funcional: Si-(CH3)17-CH3

Geometria de las particulas: esférica.

Condiciones de operacidn:

Cromatdografo:
,

Flujo: 1 ml/min

Temperatura del intercambiador de calor: 10°C

Deteccién: UV 254 nm

Fase mévil: Buffer fosfatos ( pH = 7 )}/Metanol ( 50:50
v/v ),
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CROMATOGRAFQ DE LIQUIDOS INTEGRADOR

HP 1090 3392»

Figura N° 5. FEquipo utilizado en la parte experimental.
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salida de desechos del invector

Figura N° 6.
Diagrama de flujo del solvente y de la solucibn a través del

cromatSgrafo de licuidos HP 1090L.



LAMPARA
DE DEUTIRIC FOTODIODC EN
CIRCUITCO INTE-
GRADO.

RETICULA HOLOGRAFICA
Figura N°7,
Detector de diodns en circuito inteqrado.

Sistema éptico del Cromatégrafo de Licuidos.
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IT.2,3.-REACTIVOS UTILIZADOS.

Para la preparacidn de las muestras (estandar y placebos adicionados):
1.- Agua destilada,calidad farmacéutica (agua para inyectables).
2.~ Metancl grado R.A.
3.~ Buffer fosfatos: 0.4% fosfato dib&sico de Sodio heptahidrata-
do grado R.A.
0.4% fosfato monobasico de Potasio R.A.
en 1000 ml de agua destilada,ajustando el pH
a 7.
4.- Bicarbonato de Sodio 0.05 M : 4.2005 g de Bicarbonato de Sodic
R.A. en 1000 ml de agua destilada.
5.- Fase m6vil: Metanol R.A. 50 vol@imenes.

Buffer fosfatos 50 volimenes.

Para el cromatdgrafo:

6.~ Metanol grado HPLC filtrade 2 veces por membrana de 0.42 pmy
degasificado.

7.- Buffer fosfatos filtrado 2 veces por membrana de 0.42 Pm y

degasificado.
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III.- RESULTaADOS.

ITI.1.,- LINEALIDAD DEL SISTEMA.

a) Curva de calibracidn de Furosemida wnor absorcidén al ultravioleta
a 253 nm en fase mévil.

Concentracidn a

partir de la Concentracion renertada ( ma/nl )

solucidn patrén:

( mg/ml )
= 2 = K =
Xl 11.125 Y]l 11,118 YIZ 11.119
X, = 10.550 Y,] = 10,588 Y., = 10,534
XS = 10.025 YSI = 19.136 Y33 = 08,951
34 = 9,550 Y41 = 9,533 Y42 = 9,585
{_ = = - . = >
Xg = 9.050 Yo = 9.057 Yo, = 9.020
E1l 100% de la dosis corresponde n.XS T=75 n=2
b} Cilculos preliminares.
2x = 100.6 Xy = 100.737
=x? = 1017.3475 £y® = 1020.1878 Txv = 1018.7577
Pendiente: m = 1.0060=1.00

c) Calculos fina}es.

b - 0.04687 2 0.0

2

r° = 0,9967

Ya que rz > 0.98 v b =0, se cunplen con los criterios para linea

lidad del sistema.
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III1.2.- PRECISION DEL SISTEMA.

Al analizar una solucidn estandar nor sextunlicado se

los siguientes resultados:

a) Tabla de concentraciones reportadas ( mg/ml):

¥y = 10.136 Yy = 10.148
y, = 9.981 y, = 10.127
n==as
b) C4lculos nreliminares.
Ty = 60.716 Ty? = 614.432
op = _6(814.432) - (60.716)%
- 65(5)
¢} Célculos finales.
i Lacis 00730
Céeflcxente de variacidn, CV = 10.11%

Vs

‘.’6

* 100 = 0.72%

obtuvieron

10.199
12.125

41

Se cumple con el criterio para la precisién del sistema (CV<1.5%).



IIT1.3.- LINEALIDAD DEL METODO,

a) Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada:

Tabla de cantidad adicionada contra cantidad recuperada.

Cantidad
adicionada ( x ) Cantidad recuperada
XI = 5,20 Yll = §.250 YIZ = 8.105
Xz = 10.084 YZ] = 10.103 Yll = 10,049
XS = 11,927 Y$] = 11.886 YSZ = 11.908
T=23 n=3
b) Calculos preliminares:
X = 90.633 x? = 933.54 X =
y = 90.646 y? = 933.87 g =

Xy = 933.701
c¢) CAlculos finales:

(3)(3)(953.701)-(90.633)(90.646)  _ 1 (414
(3)(3)(933.54) - (90.633)"

m =

b = -20.646 - (1.0014)(90.633)
(3) (3
rle (3] (3)(933.701)-(90.633) (90.646)°

= -0.0126 = 0.00

v

-
)
u

-
[

10.070
10.072

(3)(3)(933.54)-(90.633)Z (3)(3)(933.87)-(90.646)2

d) Pruebas de hipdtesis para la ordenada al origen:

Hoi b =p donde p =0 hipdtesis nula.
Hitb#p hip6tesis alternativa,
prueba estadistica nara la ordenada:

=——-——£——b-

tcalc
g ) Zx°
%C nZ(xi'i)

10,0067

11.918

0.99955



f) Porciento recuperado:

r,; = -32230 « 100 = 100.61 re = -13:081- + 100 = 99.83

r, = -5:182- » 100 = 99.57 ry = -23:288. 4 100 = 100.49

rs = -£:28-- « 100 = 100.00 rg = —ﬁfggg— * 100 = 99.84

T4 7 381034 100 = 100.19 rg = ~32218- + 100 = 99.92

rg = ‘%%f%%%' 100 = 99.65 ctalculos del porciento recuperado

para cada cantidad recunerada.
Tabulando los resultados:

100.61 99,57 100.00 100.19 99.65 99.83 100.49 99.84 99.92
n=29
Cilculos preliminares:

Zr = 900.1 Sr? = 90021.017 T = 100.011
DE = =2283e2:U271C(300.2) = 0.3563

Célculos finales:
Intervalo de confianza para la media:
De la distribucién "t" de Student con 8 grados de libertad y una

probabilidad acumulada de 0.975, se tiene: t = 2.306

Ic = 100.0111 T 2,306 -2:3383. - 190.0111 + 0.27387
9
IC = 99.737 a 100.285
Coeficiente de variacidn:
= -0.3563 =
cv = 33:3283. « 100 = 0.35628

Ya que en el intervalb de confianza para la media se localiza el
100% y el coeficiente de variacién es menor del 2%,se cumplen los

criterios,

14
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IIf.4.~ PRECISION (REPRODUCIBYILIDAD} DEL METODO.

a) Tabla de resultados:

ANALISTA

1
100.19%
1 99.65%
99.83%
DIA
99.63%
2 99.68%

100.79%

2
99.32%
99.72%

99.93%

99.61%
109.51%
100.59%

b) C&lculos preliminares:

Zx = 1199.45 7.x2

C) Calculo final:

Cadlculos de repetibilidad, reproducibilidad

= 119892.36

* 100 = 0.4606%

reproducibilidad interanalista.

a) Cdlculos preliminares.

99.83 = 299.67

X4y = 100.19 + 99.65 +
Xi3 = 99.63 + 99.68 + 100.79 = 300.10
X21 = 99.32 + 99,72 + 99.93 = 29B.97
x22 = 99.61 + 100.51 +

2 -
7"‘1:/5 = 359671.68

Xl = 299.67 + 300.10 =

]
]

P 298.97 + 300.71 =

'lei = 719340.16

100.59= 300.71

599.77
599.68

interdfa/analista vy

0.4604

cumole con el criterio.
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Varianza debida al método:

Varianza debida al dfa/ analista:

358671.68 719340.16 359671.68

_719340.16_ _ _(1199.45)% _359671.68 _ _713340.16
G2 = —eemn (-SRI ¥ S - e S - MU
“A 6 12
= -0,0442
Ya que 52 es Menor gque cero,entonces q2 = <2
que Sj q ' 5r = So/a

b) Calculos finales:

1+

Repetibilidad: ¥ 1.96 (0.225) 0.9297%

1.96 (0.0139) = ¥ p.0272%

Repetibilidad interanalista: ¥ 1.96 (0.0139) = % n,0272%

1+

Repetibilidad interdia/analista:
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IIX.5.- EXACTITUD AL 100%.

a)Tabular los resultados obtenidos:

% Recuperado:

101.23 99.92 101.16 100.49 100.82  99.68 100.08
ns=7

b} Cdlculos preliminares:

£x = 703.38  %x% = 70679.886 % = 100.483%
\

2
= [-1410679.886)-(703.38)_ ./ -
DE v/i Z1e =4/ 0.37579 = 0.6130

c) Cdlculos finales:

Intervalo de confianza rara la media y valor de la "t" de Student
con n - 1 grados de libertad y una nrobabilidad acumulada de 0.975
t6 = 2.4469

100.483 * 32,4469 -2:8

2%, 5 100.483 + 0.56695

S
7
IC = 99.916 a 101.0498%

Coeficiente de variacién CV = “iag * 100 = 0.61%

Ya que el intervalo de confianza vara la media se localiza el 100%
v el coeficiente de variacifn es menor al 2% se cumplen con los

criterios.
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I111.6.- ESPECIFICIDAD DEL METODO.

a)

b)

<)

d)

Sc degradd el ingrediente activo,Furosemida por hidrdlisis
cambiando el pH de la solucidn entre 1 y 2 v manteniendose a
temperatura de 60°C durante 3 scmanas.

Se ajustaron las condiciones de oneracidén vara obtener la mé-
xima resolucidn y obtener una separacién comnleta del pico del
producte de descomposicidn: fcido 4-Cl-5-sulfamoil antranilice
y la Furosemida.

El producto de degradacidn producida por hidrdlisis o durante
la vida media del producto muestra un tiemno de retencidn dife
rente al de la Furosemida,

La mezcla de excipientes ( placebo } preparada en el laborato-

rio no muestra interferencias en el anilisis de la Furosemida.
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IV.- CONCLUSTIONES,

De los resultados obtenides durante la validacidn del método,de
acuerdo a la guia general en la que se describen los princinies ge
nerales que la DIGECIS SSA que considera elementos aceptables para
la validacidn de los procesos involucrados en la fabricacidn de
medicamentso,productes bioldgicos y equinos médicos,se nueden sacar
las siguientes conclusiones:
1.~ Para la linealidad y precisidn del sistema,se puede apreciar
por las grédficas y resultados obtenidos,que la respuesta del de
tector es pricticamente lincal on este intervalo de concentracio-
nes,cumpliendo con la ecuacidn de una linea vecta,el factor de co
rrelacién es préximo a la unidad y la ordenada al origen se en-
cuentra muy cercana a cero,el sistema es preciso ya que se obtuvo
un CV menor al 1.5%.
2.- El método demostro se exacto,preciso v lineal,va que cumplid
con los criterios establecidos de antemano.
35.- El método demostré ser especifico para el producto de degrada
cidn,ya que se tiene una buena separacién entre €1 v el ingredien
te activo.
4.- El método es confiable para el andlisis rutinario del producto
tanto para semiterminado como terminado,para el andlisis de mate-
ria prima asi como para las pruebas de estabilidad,ya que los cro-
matogramas obtenidos lo detectan.
Al tener un método validado,junto con la calibracién de los apara
tos y equipos,los procedimientos estandares de operacidn completos

se ha avanzado para realizar la validacién del proceso y lo que es
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mas importante: el cbtener un producto cuva calidad esti controla

da para beneficio del consumidor vy de la empresa.
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V.- Apé&ndice.

En esta seccién se tienen los cromatogramas geng

rados de los resultados obtenidos en la parte experimental:

-- Linealidad del sistema

-- Precisi6n del sistema

-- Precisidn ( reproducibilidad ) del método
-- Exactitud al 100%

-- Especificidad del método.
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Prueba de Linealidad del sistema,
Se analizaron cinco concentraciones diferentes a partir de la solucién patrén
y se inyectaron cada una dos veces.

Con X = 1 mg/ml:

TR

RUN 4 ° AUG/29/89  29:18:02
WORKP LLE it &

A0REEiLE MHAE

[TEN

£310
&1 ARER TYPE CaL & AMOUNT
12 59068 PR 1R 11.118
TOTAL AREA= £.29ME8

AUl FACTOR= 1 .08uBE+88

3UHNC l
PR
TP
RUN 8 3 AUGsex - 2Bl
WORKFILE ID: B
WORKFILE NAME-
;1.2
ESTD
K1 AREA TYPE AL ¢ ANOUNT
1.82 58%128 PB IR 11.113
TOTAL ARER= 383128

WL FACTOR= 1.9088E+38



Prueba de Linealidad del sistema.

toncentracifn x N 10.550:mg/ml:

—a—

~F

RUN ¢ 1B
WORKFILE 10: B
AOREFILE HARE

AUG/29/89  20:39:29

I e

- ARER TYPE CAL # AMOUNT
1z 568938 PB IR 19.538

[uTAL RKEA= 543598

WL FACTOR= | AAGHE+8B

R
183
siop

RUN A 12 AUG/29/89 29:45:50
WORKFILE [D: B
WORKF ILE HRME:
10: 2.3
ESTD

51 AREA TYPE CAL & AROINT

133 w1319 PB iR 18 594
T0TaL ArtAs 51318

MUL Full7R= | GPBBE+Yd



Prueba de Linealidad del sistema.

Concentracion X3

= 10,025 mg/ml:

310p

RUN & 13 AUG,29-,89 28 53 11
WORKFILE iD: B
WORKF ILE NAME:

fb: 3.1
ESTD
R7 AREA TYPE CAL & ANQUNT
1.33 537956 BB iR 18126
TOT~L ARER 37650

ML FACTOR= 1. 4086E +00

1.33
siop

RUR ¢ 14 AUG,29/83 28.57 v
WORKFILE 1D: B

«IRKFILE NAME:

LB |

E3TD

RY AREA TYPE CaL & HMOUNT
1.93 528868 PB iR 3,521

I ThL AKER= 528204
HUL FRCTUR= 1. 0@aBE+88
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Prueba de linealidad del sistema,

Concentracién de x, = v.550 mg/mi:

183
si0p
“uN 319 AUG/29/8%  21:17:26
SURKFILE ID: B
iR T ILE NAME :
a0t
T
L AREA TYPE CAL ¢ AMOUKT

L. 565188 BR 1R 9.933

DT pRERsE 585104
4 =300 - AweiE+ 88

1.3
S0P

RUN ¢ 20 AUG/23789 21 :@-23
WORKFILE ID: 8
WORKF ILE HAME:
16: 4.2
ESTD

RT AREA TYPE CAL ¢ AMOUNT

1.83 587348 PB iR 589
“JTAL AREA= 997840

ML FACTOR= 1 08E+ie
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Prueba de Lineatidad del Sistema.

Concentracion de x, = 9.05U mg/ml:

i M AUG/29/8%  21:26:22
L
AV L. HANE -
IR |

[

AREA TYPE CAL # AMOUNT
479858 P8 IR 2857
fo R 4 50

Ae SACToR= 1 wogeE+a

TR
1,33
sIop
RUN ¢ 25 AUGs29/89  21:35-38
WORKFILE i3: B
A0RKF ILE NAME:
D 5.2
£l ,
1 HRER TYFE (el ¢ AMOUNT
t 33 476¢88 PR 1R 9.826
IGTal ARER= 4.0 ¢aa

MUL FRCTOR= 1 BREAE+#)
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Prueba de Precisi6n del sistema.
Se determin6 analizando una solucién estandar por sextuplicado.
Los dos primeros valores (cromatogramas) de concentracién estan en la parte de

tinealidad del sistema ( 10,136 y 9,481 mg/ml).

183
(4

R AUE/£9/B9  21:01:35
ARKFILE 10 B
WORKE ILE. NAME -
{0 1.3
£370

w1 ARER TYPE  KAL § AHOUNT

153 537676 PBE IR 19, 148
T0TAL AREA= 437670
UL FACTOR= | AQ@PE+da
r—

1.8
$10p

RUM 16 AUG/29,89 21:85:59
WORKFILE 1D: B
HORKFILE HAME:
W0 4.4
ESTD

R AREA TYPE CAL # ANOUNT

' 83 535586 PB 1R 18,127
107AL AREA= 536580

BUL FACTOR= 1.0008E+08



Prueba de precisitn

del sistema.
LR —
133
TP
RUN 8 17 AUG/29789 1:10:45

4URKFILE [D: B
SOPKFILE NAME:

- 795
370
RT RKEA TYPE CAL # AMOUNT
P23 549368 PR iR 19,199
TOTAL ARER= 548368

MUL FACTOR= 1 .3000BE+8d

1.3
Stp

RUN ¢ 18 AUG/23/,89  21:14:12
WORKFILE [D: B

HORKF ILE NAME :

1B: 3.6

ESTD
RT AREA TYPE CAL ¢ ANOUNT
1.83 536430 P8 tR 18 125

TOTAL ARER= 536488
MUL FACTOR= 1.9086E+0@
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Prueba de Lineal idaa del método.

Se analizaron placebos cargados del principio activo a tres diferentes concen-

tracicnes ( 8C, 100, 120%).

80%
JF::_.‘
DTk
o 3 SEPR4eRY 198730
WRYFILE 1D B
FKFILE HAME -
TR~ 28
AREA IYPE  CAL & AMOUNT
4 tETISen SR iR I oEhe
AR R ITE]
i, AUTORE L ulanRE+an
80%
~0F 174
RUN § 4 SEP-@d 39 13:18:32

NORKFILE ID: B
H0RKFILE HANE:

10 88-o-~
£3870
13 AREA TYFE CaL § PN
] {accass BB IR Go1ED
TOTAL AREA= 1862478

4 FACTOR= | GUGYE+ A



Prueba de Linealidad de! método.

ey
30% i
TTor b
o4 5 SEP/@B4-89 19:13:41
JRKFILE ID: B
Wik F ILE NAME:
ool
U
-7 AREA T(FE CAL 4 ANOUNT
L) ig67aee  PB iR 2,208
THEL ARERAS 14e70an
Wb CAETRRE 1 AnaiE 4oy
gy
100% 1
i
E;= 13
ViRF
JUN 6 SEP/B4.-30  15.22-53
WORKFILE 1G: B
AORKFILE HAME:
10: 108-1-19.0584
ESTD
RT AREA TYPE CaL 4 AEOLNT
{73 1298908 PB IR 413

- AREf= 1225900
« . FACTAR= 1. 494dE+ay
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Prueba de Linealidad del método.

100%
r— 1.22
TR
R | 7 SEPsB4-39  18:25:35
JORKFILE 10- 8
WORKFILE HAME:
i poa-2
310
kT AREA TYPE (AL @ ARDUNT
1.72 1291388 BB iR 14,842
TOTRL ARER= 1291388
ML TALTAR: L aaBBE+H8
Y
10V%
™M
S0P
RUN ¥ 8

SEP/B4-35 1381
WORKFILE 10: 8

WORKF ILE NAME:
1D 198-3
ESID

RT HREA TYPE CAL # AMQINT
1.73 1254388 P8 iR 18.36”

TOTRL ARER= 1294308
ML FACTOR= § (WBAE+68

65



Prueba de Linealidad del método.

120%
: SEP/B453
a- 0B
imitE
R : |
ARkl TYPE gL 4
L5410 ] IR
-oAs= Lol
W e
120% ]
‘ ip
SN 18 SEP. B4/69
SORKFILE [D: B
WURKF ILE NAWE -
0. i2@-2-
31
2 RRER TTPE AL o
P iSZ1emd PE R
Gl R 152 sl
A FACTOR= ¢ H3BIE+uB

66

~AUNT

L3926

15

A
wn
=8

SHOLINT

Ly efe
ER AN
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Prueba de precisién (reproducibilidad) del Método.
Se 1lev6 a capbo por 2 analistas,dos dias diferentes y por triplicado cada
‘muestra.
Los cromatogramas del analista 1 y dfa uno estén en la parte de linealidad del
método en la concentracién del 100%,

pfa uno, analista dos:

e T R T e

b AVEA 3 RD el
[ L3 P 1%

IR, ARERS 12600
UL FACTRR= 3 WBGHE+wB



Prueba de precisién del método,

bfa uno, analista dos:

115

'
i

—— S
pe-m——t ot

69

N

s
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Prueba de precisitén del métedo.

Dia dos, analista uno:

(¥} i HEP/A5/3Y 120y a2
silE e 8
o
< 1Fd
EEG g (ST
el (B e 13 Q47
.
i
'-]_—'—:_-.-J.'_
= e
VN g g T a5/89 [T w4079
ACFEFILE 1D &

“iLE NeilE
e e L LY

HREA TYPE CAL # ARUUNT
1307489 BB iR

16 9332

LovEES= 1EAT0a
[ R R D T Y [

T



Prueba de precision del método.

Dia dos, analista uno.

Lk
RN A1)

¢
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Prueba de precisién del método.

ufa dos, analista dos:

PR TISt —
T ' : (S0 0%+ T

EUL | 5 SEP-85-8% 1T7.13-5%
JSEXFILE 100 B
FKFILE NARE:
U ST CR L]

~ FEY TVFE DAt 4 RICH L

N D TR to 1" 113
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Prueba de precisi6n del método.

Dia dos, analista dos:

73



Prueba de exactitud ai 100%.

Se analizaron 7 placebos cargados con aproximadamente el 100¢ del principio

activo.

s OPYRE AL d AMUINT
L s Ty
b i oAy
1 3 9%aae it
T )
2.~ '
: r.— L
S10P
RUN & - 72 : AUG/89/89 19:13:33
WORKFILE ID: C
AGRKF ILE NAME:
-2
£sIp
HT BREA TTPE  CAL # RMEUNT
1.9 1773389 BB 1R “4 960

TOTAL ARER= 1770308
BUL FACTOR= 9.9940E-81

el



Prucba de exactitud al tuog

3.
£
=
i
TN 2 RUG/BR/83 19015 1.
WRRFILE 1D &
GRVPILE anE
MRER TTFE AL ANGUNT
» UEETER PR iR 58 i
Lo
4,- ' '

-
ey
<=
=

RUHY 24
WORKFILE !D- €
40RKF ILE NAME:
10: 4

ESTD

. RT RREA TYPE (AL ¢ ABOURT
1,72 1788368 PB 1R 58.343

RUG/89-88 19713432

TOTAL AREn= 1230500
MUL FACTOR= 3 S34E-ul

7~



Prueba de exactitud al 10u%,

SETIE B
o “KFILE 1D: C
s “FEILE HAME:

HUG/89/39

o PRER T7FE

CAL 4
7 1746368 FB

1R

S

RUN § 6
WORKFILE ID: C
HORKFILE HAME:

AUG/B9/89

Ib: &
E3TD
RT ARERA TYPE CAL 1§
127 1766888  FB iR
TATAL ARER= {75008

AL FACTOR= 9.9940€-91

76

19:23:44

AMaUT
58,517

19:27:81

AMQUNT
49,940
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Pruepa de exactitud al 100%

‘ ; UGea2ed

SFEA TR (AL A
[ [T L L .| iR
LML AREAS ]

4L FACTOR= 3 99448E-31

-~
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Prueba de especificidad del método.
La determinacion se hizo provando que el nroducto de descomposicién y el place
bo no interfirieran con el pico del ingrediente activo en el cromatograma,es
decir que tuvieran tiempos de retencién diferentes.

Cromatogramas del placebo (sin cargar):

=N

sy 3

FILE B g
AFETILE HANE .-
e PERKS ¢ (0RED




Prueba de especificidad det método.

Placebo cargado con el ingrediente active (tiempo de retencidn de 1.77,1.79) vy

producto de descomposicion (tiempo de retencibn de t.0Y).

Y

i

w

R BT
KFikE 1D ©
k{:LE Hape -
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