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INTRODUCCION

Debido a los requisitos de la Ley General de Salud de nuestro pais es necesario documentar
todos los procesos que se vean involucrados en la Produccién y la Calidad de los
medicamentos, siendo la validacién de procesos y métodos anmaliticos un aspecto
relacionado con estos, en el presente trabajo pretendemos documentar y validar el método
analitico para cuantificar TRIAZOLAM para la uniformidad de contenido de tabletas por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR).

Con la Validacion del método analitico se determinara que tan eficaz es Ja metodologia
seguida en el Laboratorio de Control de Calidad donde se desarrollo el método tema de la
presente tesis.

Evaluando los parametros estadisticos de Linealidad, Precision, Exactitud, Reproducibilidad,
Especificidad y Tolerancia podremos establecer que el método analitico cumple con los
requisitos para Cuantificar TRIAZOLAM vy aplicar ¢l método en la Uniformidad de

Contenido en tabletas.



CAPITULONo 1
GENERALIDADES



MONOGRAFIA

NOMBRE GENERICO: TRIAZOLAM

ESTRUCTURA:

C17THI12C12N4
PM=343.21

Triazolam contiene no menos de 97% y no mas de 103 % de C17TH12C12N4 Caleulado en base seca.

DESCRIPCION Y SOLUBILIDAD:
Polvo cristalino blanco a blanco opaco, practicamente inodoro soluble en cloroformo; ligeramente

soluble en alcohol; practicamente insoluble en éter y en agua.

PUNTO DE FUSION: 233-235 °C

IDENTIFICACION:

A: El espectro do absorcion infra-rojo dispersado en aceite mineral de esto exhibe maxinos imicamente
en la misma longitud do onda que una preparacién similar de estindar de referencia de triazolam USP.
B: El espectro de absorcicn Ultra-violeta de una solucién i en 250,000 Its en alcohol exhibe maxitmos y
minimos a la misma longitud de onda que una solucidn similar de estandar de referencia de triazolam
usp.

Y la respectiva absortibidad calculada en base seca a la longitud de onda de maxima absorbancia a 220

nm no difiere por mas de 3%.



RESIDUOS DE IGNICION:
No mayor 2 0.5%

METALES PESADOS;
0.002%

Identificacion de espectro infra-rojo del estindar de referencia y de 1a materia prima realizada
en el laboratorio de Control de Calidad.
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1dentificacion del espectro de absorcion ultra-violeta del estdndar de referencia y de la materia
prima realizada en e] Laboratorio de Control de Calidad.
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FARMACOLOGIA:

Las Benzodiazepinas son sustancias de origen sintético, tranquilizantes menores, potentes y
también anticonvulsivantes, pero algunas son especialmente hipnoticas. Recientemente se ha
sintetizado una seric de compuestos, triazolbenzodizepinas, en que se han aftadido al anillo
heterociclico, el triazol nicleo de bezodiazepina, siendo el farmaco principal el triazolam, con
un grupo metilo en posicion [, cloro en la posicion 8, y un grupo ortoclorofenilo en la posicion
6, hipnotico poderoso.

En estudios efectuados en el hombre, el firmaco no ejerce accion evidente sobre Iz respiracion,
frecuencia cardiaca y tensién arterial, tampoco afecta a la accion vesical y gastrointestinal, sin
embargo 2 los individuos con insuficiencia respiratoria, esta puede ser aumentada por la accion

de los hipnoticos.

FARMACOCINETICA:

El traizolam y otros hipnaticos se absorben por todas las vias. Cuando se emplean para tratar a
la ansiedad o los trastornos de suefio, los medicamentos de esta <lase por lo general se
administran por via bucal. La velocidad de absorcion bucal de los sedantes hipnéticos difiere
dependiendo de ciertos factores los medicamentos débilmente bisicos como las
benzodiazepinas son absorbidos con mayor cficiencia en medios con pH mis alto como los que
se encuentran en el duodeno

Distribucion: el transporte de un sedante hipndtico en la sangre es un proceso dinamico en el
cual las moléculas de farmaco entran y abandonan los tejidos a velocidades que depende de la
circulacion sanguinea gradientes de concentracion y permeabilidad La liposolubilidad
interviene de manera importante ¢n la determinacién de la velocidad en fa cual un sedante
hipndtico entra en el sistema nervioso

El triazolam pasa a la sangre siendo los niveles plasmaticos terapéuticos de alrededor de
Tng/ml y los que se distribuye por el liquide extracélular ¢ sntracélufar. con considerable captacion de las
células de los tejidos toxicos alrededor de 150 ng/ml. En la sangre los farmacos se encuentran

combinados con las proteinas especialmente la albimina en una porcion del 90%



El volumen promedio de distribucion de este farmaco es de 2.0 I’kg. de peso corporal lo que indica que
se distribuye por el liquido extracélular ¢ intracélular, con considerable captacion de las células de los
tejidos.

La administracién durante el embarazo debe hacerse con ¢l conocimiento de que la barrera placentaria a
los medicamentos liposolubles es incompleta y que todos estos agentes son capaces de alcanzar af feto.
La velocidad para lograr el equilibrio entre la sangre materna y la fetal es mas lenta que entre la sangre
‘matemal y el sistema nervioso central, parcialmente debido a la lentitud del flujo sanguineo hacia la
placenta. Sin embargo, si el sedante hipnético sc administra en ¢l periodo anterior del nacimiento puede

contribuir a la depresion de tas funciones vitales del neonato.

Biotransformacion: el metabolismo hepatico explica la depuracién o la eliminacién de todas las
benzodiazpinas. Las dos vias principales que participan son oxidacién microsémica, incluyendo N-

desalquilacion 6 hidroxilacion alifatica y conjugacion subsccuente mediante glucutonilo transferasas

para formar glucuronatos que se encuentran en la orina,
Las Triazolobenzodiazepinas alprazolam y triazolam experimentan hidroxilacion y los metabolitos

resultantes parecen ejercer efectos farmacologicos débiles.

Triazolam: limite de vida media de eliminacién de 3 a 5 horas
Metabolitos activos a-hidrotriazolam

Absorcion bucal rapida

Excrecion: Los metabolitos hidrosolubles de las benzodiacepinas y otros sedantes hipnfticos son

excretados principalmente por rifion, casi en todos los casos, los cambios en la funcién renal no tiene un

efecto notable en la eliminacion de los medi )s originales.

Mecanismo de accion: Ha sido lento el desarrollo de una hipétesis unitaria relacionada con los

mecanismos de accion de los sedantes hipnoticos. La funcién del dcido gamma aminobutirico (GABA)
como neurctransmisor inhibidor importante det sistema nervioso central se ha vuelto més probable que
la modificacion de sus funciones sea la base de los efectos farmacologicos de diversas clases de agentes,
eatre ellos las bezodiazepinas.



corteza cerebelosa y cerebral. Las benzodiazepinas parecen aumentar la eficiencia de la
inhibicion sinaptica GABA érgica que produce disminucion de la frecuencia de descarga de
neuronas de suma importancia en muchas regiones del cerebro.

Las benzodiacepinas no parecen substituir al GABA, sino que requieren la presencia del
neurotransmisor para desencadenar una respuesta. Esto ha conducido al concepto de que las
benzodiazepinas fomentan de manera indirecta la neurotransmision GAB Aénergica a niveles de
los receptores postsindpticos sin activacion directa de los receptores GABA o de los conductos
de cloruro relacionados. Las benzodiazepinas intensifican el cambio de la conductancia del ion
cloruro inducida por la interaccion del GABA con sus receptores, lo que da por resultado un
aumento en la frecuencia los acontecimientos que abren los conductos.

Los estudios neuroquimicos efectuados durante los ultimos afios han completado y extendido
las pruebas electrofisiolégicas de la modulacion de la neurotransmision del GABA por las
benzodiazepinas, Se ha demostrado sitios receptores de gran afinidad para las benzodiazepinas
en muchas regiones del sistema nervioso central, incluyendo medula espinal, tallo encefalico,
hipotdlamo, estructuras limbicas y cortezas cerebelosas y central. Estos receptores de
benzodiazepinas estdn localizados en las sinapsis GABAérgicas y acoplados, desde el punto de
vista funcional, a los conductos del closuro sensibles al GABA; pero son macromoléculas del
receptor del GABA o del iondforo del cloruro.

La identificacién de los receptores de las benzodiazepinas en el cerebro ha permitido que se
caractericen dos tipos principales de ligados de los receptores de este farmaco: (1) Las
benzodiazepinas clinicamente (tiles que ejercen efectos ansioliticos, hipndticos y
anticonvulsivantes y que parecen actuar como antagonistas clasicos de los receptores (2) Los

antagonistas del receptor de benzodiazepinas.

FARMACODINAMIA:

Por definicion todos los scdantes hipnéticos induciran suefio si las dosis son lo bastante altas.
Se considera que el suefioc normal estd formado de etapas distintas. segin se infiere de tres
mediciones fisiologicas: electroencefalogramas, electromiogramas y electrooculograma (una
medicion de los movimientos laterales del ojo). Basandose en esto ltimo, pueden distinguirse

dos categorias principales: suefio de oculares lentos (MOL, representa aproximadamente 70 a



75% del suefio total y suefios de movimientos oculares rapidos {(MOR). Ambas etapas se
producen en forma ciclica a intervalos de 90minutos aproximadamente. La etapa del suefio de
movimientos oculares rapidos es aquella en que ocurren Jos sucfios mas faciles de recordar.

El suefio de movimientos oculares lentos progresa a través de cuatro etapas (I a 4),
encontréndose la mayor proporcion (50%) de suefio en la ctapa dos. Esta va seguida del
suefio de onda lenta o suefio dehta (etapas 3 y 4), en el cual se ha observado que se presentan ¢l
sonambulismo y los terrores nocturnos.

Los efectos de los medicamentos en las etapas del suefto han sido estudiados extensamente,
aunque a menudo se han utilizado sujetos normales voluntarios mas que enfermos con
trastornos del suefio. En el caso de los sedantes hipnoticos, los efectos dependen de varios
factores, incluyendo ¢l medicamento especifico, la dosis y frecuencia de su administracion.
Aunque existen algunas excepciones, como sigue; (1) la latencia del comienzo del suefio se
reduce (tiempo para quedar dormido); (2) la duracién de la etapa dos del sueiio de
movimientos oculares lentos esta aumentada; (3) la duracitn del sueiio MOR es menor, y (4) la
duracion del suefio de onda fenta también es menor.

El comienzo mas répido det suefio y la prolongacion de la elapa dos son probablemente efectos
utiles en la clinica, Sin embargo, no esta claro el significado de los efectos en el suefio MOR y
el de onda lenta. La administracion de sedantes hipnoticos por mas de una semana conduce a
cierta tolerancia de sus efectos en los padrones del suefio.

La supresion después de uso continuo puede producir un “rebote™ en la frecuencia de la
aparicién y duracion del suefio MOR. Es importante reconocer que la afirmacion que a
menudo se hace de la superioridad de un sedante hipndtico sobre otro se basa en las acciones
diferenciales sobre una etapa del suefio o sobre otra. Ya que se sabe poco acerca de la funcidn
de cualquier etapa del suefio es posible que no tenga validez las declaraciones acerca de la
idongidad de un medicamento en particular baséndose en sus efectos en los padrones de suefio.
Evidentemente, son mas (tiles loscriterios clinicos de la eficacia en aliviar un problema
particular de suefio. El hipnético ideal (uno que pudiera favorecer el suefio sin cambio alguno

ensu patron natural) todavia no ha side introducido.



TOLERANCIA; DEPENDENCIA PSICOLOGICA Y FiSICA

Las propiedades deseables percibidas del alivio de la ansiedad, euforia pérdida de la inhibicién
y facilitacion de! suefio han conducide al abuso compulsivo de casi todos los medicamentos
clasificados como sedantes hipnoticos. Las consecuencias del abuso de estos agentes pueden
ser definidas en términos psicologicos y fisiologicos. El componente Psicoldgico puede ir
inicialmente paralelo a patrones neurdticos simples de conductas dificiles de diferenciar de los
del bebedor inveterado de café o del fumador de cigarrillos.

Cuando el patrén del uso de sedantes hipnoticos se vuelve compulsivo, se desarrollan
complicaciones mas graves, incluyendo dependencia fisica y tolerancia.

La dependencia fisica puede describirse como un estado fisiologico alierado que requiere la
administracion continua del medicamento para prevenir la aparicion de un sindrome de
abstinencia o de supresion.

En el caso de los sedantes hipnaticos este sindrome se caracteriza por estado de excitabilidad
creciente que.puede progresar aun a convuisiones. Todos los sedantes hipnoticos producen
dependencia fisica cuando se emplea en forma crénica. Sin embargo la gravedad de los
sintomas de supresion difiere entre Jos medicamentos y depende también de la magnitud de la
dosis administrada antes del cese de su empleo,

Cuando se utilizan dosis altas de estos medicamentos fa supresion abrupta puede conducir a
signos mas graves, la diferencia de fa gravedad de los sintomas de supresion entre los sedantes
hipnéticos se relacionan en parte con sus propiedades de bioeliminacion. El uso de farmacos
con vidas medias muy cortas como hipnéticos pueden ocasionar signos de supresion a un entre
una dosis y otra. Por Ejemplo el Triazolam, una benzodiazepina con vida media alrededor de

cuatro horas, produce ansiedad durante el dia cuando se usa para tratar problemas de! suefio.



CONTRAINDICACIONES
Triazolam esta contraindicado en pacientes con hipersensibilidad a fas benzodiaceoinas.

EFECTOS TOXICOS

El triazolam tiene varias desventajas que incluyen el desarrollo relativamente rapida de
tolerancia. Un gran potencial para producir alteraciones del suefio tanto durante su
administracion como luego de la suspension y la induccion de efectos secundarios severos que
afectan el comportamiento, en particular en dosis altas.

Dado que el triazolam es eliminado rapidamente, su suspension usualmente esta acompafiada
por un inmediato e intenso insomnio de rebote. El tiempo total de vigilia puede aumentar dos a
tres veces sobre el nivel de la noche anterior a la administracién del farmaco. El insomnio
temprano por la mafiana, la ansiedad durante ¢! dia y el insomnio de rebote son factores que se
pueden reforzar el habito del farmaco y contribuir al desarrollo de la dependencia.

En dosis usuales son capaz de producir algunas reacciones adversas, como trastornos
nerviosos (cafalea, scmnolencia, marcos, discreta astenia y a veces ataxia), en algunas
ocasiones s¢ han producido fenomenos paradéjicos (de inhibicion) en forma de agitacion,
insomnio y confusion mental, sobre todo en los ancianos. Se observan manifestaciones
respiratorias en individuos con insuficiencia respiratoria (anoxia e hipercapnia), hasta narcosis
de bidxido de carbono.

Durante la administracion de 0,5 mg de triazolam se ha observado deterioro de la memoria ¢
incluso una amnesia anterdgrada prolongada. Los graves efectos secundarios (estado de
confusion, despersonalizacion, ansiedad severa o alucinaciones) observados por los holandeses
durante la administracién de triazolam, han sido mas altas que las recomendadas clinicamente.
Sin embargo estas dosis eran solo de 1 a 2 mg y es muy posible que la corta vida de triazolam,
su potencia elevada y la existencia de amnesia, insomnio de rebote contribuyen al desarrollo de

efectos adversos sobre ¢l comportamiento de las personas susceptibles.
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INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

Los anticoagulantes orales pierden potencia cuando se administran concomitantemente. Se
puede acentuar la concentracion de triezolam cuando s¢ administra con cimetidina o
Eritromicina o antibioticos macrélidos.

Interactia con el alcohol.
ViA DE ADMINISTRACION: Oral
DOSIS

Las dosis recomendada para la mayoria de los adultos es de 0.25 mg antes de dormmir. Hay

quienes requieren de 0.125 ng cada noche Gnicamente.



VALIDACION

La validacién es un proceso documentado que proporciona el fundamento necesario, con un
alto grado de seguridad, para decidir si un método de anlisis retine las condiciones necesarias
para su aplicacion, mediante estudios experimentales con la comprobacion y la verificacion de

la efectividad y reproducibilidad de la técnica dentro de un margen establecido.
Los paramentos a valorar son los siguientes:

LINEALIDAD

Es la habilidad de un sistema o método analitico que asegura que los resultados obtenidos
directamente o mateméticamente son proporcionales a la concentracion de la sustancia de
interés dentro de un rango establecido.

Deber# estar incluida la concentracion seleceionada como 100% de la cantidad a cualificar,

EXACTITUD

Es la concordancia que existe entre un valor detectado experimentalmente, y su valor real de
referencia.

Es cuando ¢l método revela, dentro de un limite aceptable la cantidad del principio activo que
esta presente en la forma farmacéutica.

Se verifica como ¢l por ciento de recobro de analisis de placebos a los que se les han

adicionado caniidades conocidas de} principio activo.
ESPECIFICIDAD

Es la capacidad el método anslitico para separar €] farmaco de interés de los otros

companentes que dan un respuesta en la muestra analizada

13



PRECISION
Es el grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales cuando la técnica se

-aplica repetidamente a diferentes muestras de una solucion homogénea.

Se verifica con los resultados obtenidos en términos de desviacion estandar o del coeficiente de

variacion.

a) REPETIBILIDAD
En la precision del sistema y método analitico es capaz de detectar con un alto grado de
concordancia resultados individuales de diferentes muestras bajo las mismas condiciones de

aperacion.

b) REPRODUCIBILIDAD
Es la precision del sistema y método analitico donde se verifica la concordancia de los

resultados individuales de diferentes muestras bajo condiciones diferentes de aperacion.

NOTA:
Se recomienda no ser usado ¢l termino de PRECISION unicamente REPETIBILIDAD y
REPRODUCIBILIDAD, por ser confundido con ¢l concepto EXACTITUD.

“Guide to the expression of uncertainty in measurement. Expression of Uncertainty 1993”.

TOLERANCIA

Determina el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos del método analitico, de
una misma muestra, bajo condiciones diferentes de operacidn, (aparato, columna, pH,
temperatura, etc.)

En algunos casds es de utilidad la estabilidad de la muestra analitica como prueba de
tolerancia, al conservar la integridad fisicoquimica y la concentracion de la (s) sustancia (s) de

interés, despues de ser preparada para su cuantificacion bajo condiciones especificas



ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

En cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion es necesario verificar la adecuabilidad y
eficiencia del sistema que se esta usando.

El sistema debe de ser adecuado a las condiciones de uso, ya que por razones de operacion
pueden existir modificaciones ciue alteran la respuesta de los cromatogramas.

La adecuabilidad del sistema puede verificarse mediante las siguientes pruebas:

1. Reproducibilidad de inyecciones repetidas,
2. Factor coleo.

3. Resoluci6n entre los picos.

1. Reproducbilidad de inyecciones repetidas: Se realizan cinco inyecciones con la solucién
analitica, los resultados se expresan como Desviacion Estandar Relativa (RSD).

Los resultados de los cinco cromatogramas repetidos, usados para realizar los célculos, a

menos que lo indique la monografia individual, se especifique lo contrario; debe indicar que se

encuentra dentro del limite de Desviacion Estandar Relativa que es menor de 2%. En caso de

que Ia RSD sobrepase dicho limite; se utilizan los datos de seis cromatogramas y el limite sera

hmyor al 2%.

2. Factor Coleo: Es el limite maximo permisible de asimetria del pico.

Para un pico simétrico, e! factor de coleo, T es la unidad (T=1); pero este valor se incrementa

cuando el coleo llega a ser més pronunciado (T>1).

Este coleo podemos definirlo como la relacién que existe entre lo ancho del pico al 5% de la

eltura del mismo partiendo de 1a linea base (Wo. 05), y el doble de la distancia, f, medida de la

base del pico.

3, Resolucion entre los picos: Asegura la separacion de los componentes que eluden cerca,

estebleciendo asi la eficiencia general de separacion del sistema, o cuando el estindar interno

es usado.
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TECNICA ANALITICA
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

EQUIPO

BOMBA: Capaz. de operar a 1500 psi

INYECTOR: de volumen muerto bajo

DETECTOR: UV a 254 nm Modelo 441 de Waters

COLUMNA: Acero Inoxidable 4mm DI, 30 cm largo de waters o equivalente

EMPAQUE DE COLUMNA: 10 micras, Silica Gel

PARAMETROS DE OPERACION

FLUJO: 2.5ml/min.

PRESION: Aproximadamente 1225 psi

TEMPERATURA: Ambiente

VOLUMEN DE INYECCION: 7mel

ATENUACION: Capaz de obtener respuesta en mas de la mitad de la carta
SENSIBILIDAD: 1.0 AUFS

FASE MOVIL: Acetonitrilo: Cloroformo; 1-Butanol; Agua Destilada: Acido Acético Glagial

( 850mi : 80ml : S0ml :  20ml - 0.5ml )
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TECNICA ANALITICA
REACTIVOS Y MATERIALES UTILIZADOS

_ Para la preparacion de la fase movil como de las muestras se utilizo el siguiente marerial:

FASE MOVIL

Probetas Graduadas de vidrio { 1000 ml, 100 mi, 50 ml }.
Equipo de filtracion al vacio con membrana 045 micras.
Kitasato ( 1500 ml ).

Equipo Ultrasonico.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Matraz volumétrico ( 2000 ml, 200 m!, 100 ml, 50 ml, 10 ml).
Millex poro 0.45 micras.

Pipeta graduada 1 ml.

Pipetas volumétricas { 5 ml, 10 ml).

Balanza analitica semi-micro con cinco plazas Mettler.
Balanza analitica con cuatro plazas Mettler.

Agitador Mecénico.

Equipo digital Dosimat Methrom.

Vial de vidrio 30 ml

Tapon de hule gris para vial “The Upjohn Manulaiuring Company. F-1888"
Casquillo de aluminio para vial.

SOLVENTES PARA LA REPARACION DE LA FASE MOVIL

Acetronitilo: BAKER ANALYZED GRADOQ HPLC
Cloroformo: BAKER ANALYZED GRADQ HPLC
1- Butanol: BAKER ANALYZED GRADO HPLC
Agua destilada

Acido acético: BAKER ANALYZED GRADQ HPLC
Glacial.

ESTANDAR INTERNO

Alprazolam: Materia Prima

ESTANDAR DE REFERENCIA
Triazolam USP.



TECNICA ANALITICA

PROCEDIMIENTO SEGUIDO PARA EL DESARROLLO DEL
METODOQ

SOLUCION DEL ESTANDAR INTERNO

Con exactitud pesar aproximadamente la cantidad necesaria para preparar una solucion 0.025
mg/ml de ALPRAZOLAM en acetonitrilo.

SOLUCION DEL ESTANDAR DE REFERENCIA

Con exactitud pesar aproximadamente 2.5 mg de estandar de referencis TRIAZOLAM USP y
transferir a un matraz volumétrico de 100 ml adicionar 50 ml de estdndar interno disolver con
ultrasonido (aproximadamente 3 min.) completar el aforo con estindar intemo y mezclar.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Transferir una tableta a cada vial de vidrio.

Adicionar con pipeta graduada 0.4 ml de agua directamente sobre la tableta, mantener en
reposo por 2 min. y agitar hasta dispersar la tableta.

A cada vial adicionar estandar interno como se indica en la siguiente tabla:

‘POR TABLETA (mg) ESTANDAR INTERNO (ml)
0.125 5.0
0.25 10.0
0.50 20.0
1.0 40.0

Agitar ]a muestra por 30 min. con agitacién mecénica filtrar Iz muestra MILLEX 0.45 micras
de poro.

Inyectar los estandares correspondientes y verificar Ia adecuabilidad del sistema.
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TECNICA ANALITICA
ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

" Obtener una linea base estable e inyectar no menor de 5 veces la preparacion del estindar de
referencia

[.La Desviacion Estandar relativa {RSD) debera ser menor de 2.0%]

Calculado de la siguiente manera:

100 xi-X)%
RSD% = imerm LT
X n-1
0
DE
RSD% = cemsevewne * 100
X

Donde:

xi= Cada una de las 5 relaciones (ST / ST INT)
X = Media de los datos obtenidos
n= Nimero de datos

DE = Desviacion Estandar

De los Cromatogramas determinar el Factor de Coleo

_\Je.05
T

E\JoAbﬁ A

\ ﬁ‘osh

Ast como la resolucion entre picos:

V2 - VI
R= R

v (W1 + W2)
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Donde:

R= Resolucion
V1= Tiempo de retencion del primer pico
V2= Tiempo de retencion del segundo pico
W1= Ancho de la base de! primer pico
W2 = Ancho de la base del segundo pico

22



TECNICA ANALITICA

Si la adecuabitidad del sistema es correcta, inyectar fa muestra por duplicado

Para obtener la concentracion de TRIAZOLAM en tabletas se aplica ta siguiente ecuacion:

(Rmta/RST) *(WST/N)*(V1/V2)*P
Donde;
R Mta = Relacion (ST / STINT)

Teniendo en cuenta que para la muestra el area del ST, es el drea del TRIAZOLAM
contenido en la tableta

RST =Es el valor medio, en la adecuabilidad del sistema de la relacion
(ST/ STINT).
W ST = Peso del estandar de referencia en mg
N = Numero de tabletas por via!
V1 = Volumen del estandar intermo usado en 1a preparacion de la muestra
V2 = Volumen de estandar interno usado en la preparacion del estandar
de referencia.
P = Pureza del estandar de referencia expresado cn decimales

Con la finalidad de facilitar fos calculos en la concentracion de las tabletas se obtiene el valor
de una constante que se calcula de la siguiente manera para cada anilisis :

(WST/RST)* (VI/V2)*P
Como siempre se trabajo con una tableta por vial N = |

El valor de la constante es multiplicado con el valor de !a relacion R Mta (ST / STINT) de la
muestra analizada
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CAPITULO No 3
PARTE EXPERIMENTAL



VALIDACION DEL METODO ANALITICO
EVALUACION DEL SISTEMA
LINEALIDAD

Esta prueba se realizo para verificar que el sistema es capaz de responder de forma linea!.

PREPARACION DE UNA SOLUCION CONCENTRADA DE TRIAZOLAM USP
Potencia = 99.8%

Pesar 25.3 mg en un matraz aforado de 50 ml, adicionar 25 ml de acetonitrilo, disolver con
ultrasonido por 3 min., enfriar a temperatura ambiente, aforar con acetonitrifo.

Concentracion = 0.503 mg/ml

PREPARACION DEL ESTANDAR INTERNOQ

La preparacion del estandar interno fue, pesar 50.5 mg de ALPRAZOLAM llevando la

muestra al aforo de 2000 m! con acetonitrilo, con una concentracion de 0.025 mg/mi

A partir de la solucién concentrada de TRIAZQLAM USP medir alicuotas con el equipo
dosificador (Dosimat Metrohm), correspondientes al 120%, 110%, 100%, 90% y 80% del
valor de anilisis (0.125mg), en matraz de 100 ml y aforar con estindar interno. (Como lo
muestra la tabla ).

Preparando por duplicado cada una de las muestras

RESULTADOS

La tabla No | y 2, y las graficas 1 y 2 muestran las respuestas obtenidas de la relacion entre
ireas y el analisis estadistico que demuestra la linealidad del sistema.

NOTA

El intervalo 80% - 120% de las concentraciones de la curva de calibracion son con el

proposito de tener un rango de analisis que abarque los limites establecidos para el Laboratorio
de Control de Calidad.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

LINEALIDAD DEL SISTEMA
% DE ANALISIS ALICUOTA / AFORO CONCENTRACION
ML / 100 ML MG / ML
120 6.0 0.03036
110 5.5 0.02783
100 50 0.02530
90 4.5 0.02277
80 4.0 0.02024
CORRIDA No. 1 TABLA No |
AREA ~ AREA RESPUESTA RELACION
(5T (ST/INT) {ST/STINT) (RESP/CONC)
142663 192602 0.74071 243975
132275 194647 067956 24.4182
122719 197242 0.62217 24.5917
108597 195723 055485 24.3675
96655 196764 0.49122 24.2697
CORRIDA No. 2 TABLA No2
AREA AREA RESPUESTA RELACION
(ST) (ST/ANT) (ST/STINT) (RESP/CONC)
142312 192312 0.74001 24.3745
132021 193054 0.68386 24,5158
123318 198820 0.62025 245158
108660 196860 055197 242411

97217 196558 6.49460 244367




LINEARIDAD DEL SISTEMA
CROMATOGRAMAS AL 80% DE LA CONCENTRACION
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LINEARIDAD DEL SISTEMA
CROMATOGRAMAS AL 90% DE LA CONCENTRACION
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LINEARIDAD DEL SISTEMA

CROMATOGRAMAS AL 1060% DE LA CONCENTRACION
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LINEARIDAD DEL SISTEMA
CROMATOGRAMAS AL 110% DE LA CONCENTRACION
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. LINEARIDAD DEL SISTEMA
CROMATOGRAMAS AL 120% DE LA CONCENTRACION
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
TRIAZOLAM
GRAFICA No 1

RELACION (AST/ASTINT)
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
TRIAZOLAM
GRAFICA No 2

RELACION (AST/ASTINT)
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
EVALUACION DEL SISTEMA

RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA

DE LA CORRIDA 1 SE OBTIENE

Media (X) = 24.40890
Desviacion Estandar (DE) = 0,11696
Coeficiente de Variacion (CV) = 0.47918%

DE LA CORRIDA 2 SE OBTIENE:

Media (X) = 24.41678
Desviacién Estandar (DE) = 0.11476
Coeficiente de Variacion (CV) = 0.46990%

DE LA GRAFICA No 1 SE OBTIENE:
Pendiente (m) = 0.00623

Ordenada al Origen (b) =-0.00599

Coeficiente de Regresion ( r ) = 0.99960
Coeficiente de Determinacion (* ) =0.99931
Error Estandar de Regresion (Sy / x) = 0.00297

DE LA GRAFICA 2 SE OBTIENE:

Pendiente (m) = 0.00622

Ordenada al Origen (b) = -0.00457

Cocficiente de Regresion ( r ) = 0.99940
Cocficiente de Determinacion (r*) = 0.99897
Emvor Estandar de Regresion (Sy / x) = 0.00363



VALIDACION DEL METODO ANALITICO

EVALUACION DEL SISTEMA

PRECISION

Esta prueba se rcalizo con el analisis de seis soluciones preparadas a partir de la

solucion concentrada de TRIAZOLAM USP utilizada para fa Linealidad de Sistema. Con la
alicuota correspondiente al 100% del valor de analisis (0.125mg), llevando las muestras al
aforo de 100ml con la misma solucion de Estandar Interno preparada también para la
Linealidad del Sistema,

Los datos Obtenidos los encontramos en la siguiente tabla:

TABLA No3
No. CONCENTRACION AREA AREA RELACION
MG ML ST STINT ST /STINT
I 0.0253 117242 179152 0.65443
2 0.0253 111345 170616 0.65261
3 0.0253 124704 189191 0.65914
4 0.0253 120185 183212 0.65601
5 0.0253 114701 174682 0.65663
6 0.0253 119933 181930 065923

De la Columna RELACION (ST/STIN) se Obtiene:

Media (X) = 0.65634

Desviacion Estandar (DE) = 0 00260

Varianza (S ) = 0.000006
Coeficiente de Variacién (CV) = 0.396699%
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PRECISION DEL SISTEMA
CROMATOGRAMAS AL 100% DE LA CONCENTRACION
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
EVALUACION DEL SISTEMA

Continuando con la Evaluacion de la Precision del Sistema se Caleula:

De Ia Tabla Numero 3

Intervalo de Confianza (IC) al 95%

Para un o = 0.05 con grados de libertad (g . = 5), tenemos T tedrica al 95%=2.015, n=6
Por lo tanto setiene: X + T teorica al 95% (DE / V 6)

0.65634 £2.015 (0.00260 /Y 6)

0.65634 + 0.00214

Por lo consiguiente se tiene el Intervalo de Confianza (IC) al 95% = ( 0.65848 - 0.65420)
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
PREPARACION DE PLACEBOS

FORMULA CUALI-CUANTITATIVA

CADA TABLETA CONTIENE:

TRIAZOLAM 0.125 mg
EXCIPIENTE c.b.p 96.0 mg

- Preparar un kito de placebo

- Pesar cada una de Jas materias primas y tamizar como lo indica [a técnica de manufactura.

- Para cantidades menores a 10.0 grs. como son el colorante, eritrocina sodica ctc. pesarlas ¢n
balanza semi-micro.

- Pasar las materias primas a una bolsa de polietileno lo suficientemente grande para mezclar.

- Introducir aire a la bolsa y mezclar con movimientos circulares .

NOTA:

El tiempo de mezclado depende del criterio del quimico; cuando la comparacion de la mezcla
sea igual a las caracteristicas de un lote.
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VALIDACION DEL METODO

EVALUACION DEL METODO
LINEALIDAD DEL METODO

Se determino con la preparacion de placebos, pesando en viales y adicionando alicuotas
correspondientes al 80%, 100% y 120% del valor de andlisis (0.125mg), tales alicuotas son de
la preparacion de una solucién concentrada de estandar de referencia de TRIAZOLAM USP y
adicionadas con el equipo dosificador 665 Dosimat Metrohm, cada concentracion fue
preparada por triplicado, tal como se indica en Ia técnica.

ADECUABILIDAD DEL SISTEMA
Concentracion del estandar interno = 50mg / 2000l de acetonitrilo

Concentracion del estandar de referencia = 2.52mg / 100ml de STINT
pureza del estandar = 99.8%

DATOS

AREA "AREA RESPUESTA
ST STINT ST/ STINT

121220 199391 0.60795
120498 196985 0.61171
118585 196676 0.60295
119828 198900 0.60245
120008 199778 0.60071

RESULTADOS

Media (X) = 0.60515

Desviacion Estandar (DE) = 0.00454

Desviacion Estandar Relativa (RSD) = 0.7% [criterio de aceptacion no mas de 2.0%]
A partir de la media y de las diluciones correspondientes obtenemos el valor de la constante

252 mg/0.60515 * 5ml/ 100m! * 0.998 = 0.20780

Nota:

El valor de ia constante en la adecuabilidad del sistema va a ser multiplicado por la relacion
que se obtenga de (ST/STINT), de cada muestra para obtener de esta manera la concentracidn
en {mg / tab) para cada caso.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
EVALUACION DEL METODO

La preparacion de la solucion concentrada de estandar de referencia de TRIAZOLAM USP fué
de la siguiente manera:

Peso de TRIAZOLAM = 25.34mg

Pureza de TRIAZOLAM = 99.8%

25.34 mg * 0.998 mg = 25.28 mg de TRIAZOLAM

Tabla No 4
% ALICUOTA CANTIDAD %
ANALISIS ML ACONDICIONADA ADICIONADO

: MG /ML

80 4 0.10116 8093

100 5 0.12645 101.16

120 6 0.15174 121.39

Obteniéndose los siguientes resultados:
Tabla No 5

AREA AREA RELACION CANTIDAD

ST STINT ( ST/ STINT) RECUPERADA

(MG /TAB)

51531 105405 0.48889 0.10159
51806 106595 0.48601 010099
51060 106490 0.47939 0.09962
58768 95263 061690 012819
57655 94522 0.60996 0.12675
57176 95143 0.60095 0.12488
64811 89781 0.72188 0.15001
63352 88154 0.71865 0.14934
62290 86398 0.72097 0.14982

Usado para la Exactitud at 100 %
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LINERIDAD DEL METODO
CROMATOGRAMAS AL 80% DE LA CONCENTRACION
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'LINERIDAD DEL METODO

CROMATOGRAMAS AL 100% DE LA CONCENTRACION
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CROMATOGRAMAS AL 120% DE LA CONCENTRACION

LINERIDAD DEL METODO
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LINEALIDAD DEL METODO
. TRIAZOLAM
GRAFICA No 3

- CANTIDAD RECUPERADA (MG)
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
EVALUACION DEL METODO

Con el analisis de regresion lineal de la grafica No 3 obtenemos los siguientes resultados:

Ordenada al Origen (b) = 0.00321

Pendiente (m) = 0.96856

Coeficiente de Regresidn (r ) = 0.99946
Coeficiente de Determinacion (r*) = 0.99893
‘Error Esténdar de Regresion (Sy / X) = 0.03125

Numero de datos (n) =3

Con ¢t celculo del Intervalo de Conftanza (IC) para la media, se localiza el 100% recuperado,

se obtiene:

Intervalo de Confianza (IC) al 95% =
X4T tedrica (DEN n)

Donde para un o = 0.05, con grados de libertad (g1.)=n-1; gl.=9-1=8
se tiene una T tedrica al 95% = 1.860 ; donde n =9, X =99.62, DE = 1.03830

IC &l 95% =99.62+ 1.860 (1.03830 N 9)
IC al 95% = 99.62 + 0.64374

Por lo tanto el IC al 95% (100.26% - 98.97%)
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

EVALUACION DEL METODO
TABLANo. ¢
CANTIDAD % RECUPERADO EN % .
RECUPERADA BASE RECUPERACION
AL 100% =0.125 MG/TAB
0.1015% 81.27 100.42
0.10099 80.79 99.83
0.09962 79.70 98.48
0.12819 102,55 10137
0.12675 101.40 100.24
0.12488 99.90 100.24
0.15001 120.01 98.83
0.14934 11947 98.42
0.14982 11985 98,73

De la Columna % Recuperacion se obtiene:

Numero de datos (n } =9

Desviacion Estandar (DE) = 1,03830
Varianza (§*) = 1.07808

Media (X) = 99.62

Coeficiente de Variacion (CV) = 1.04224%
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

EVALUACION DEL METODO
EXACTITUD AL 100%

Esta prueba se realizd con a preparacion de 6 placebos a los que se adiciono la alicuota
correspondiente al 100% del valor de anélisis (0.125mg) de manera independiente a partir de la
solucidn concentrada de estindar de Referencia de TRIAZOLAM USP utilizada para la
linealidad del método, bajo las mismas condiciones de operacion y siguiendo la técnica de
andlisis.

Los resultados obtenidos se describen en la siguiente tabla:

Tabla No 7

AREA AREA RELACION

ST STINT ST/ STINT
58381 . 95795 0,60944
60330 100088 0.60277
60886 101077 0.60237
59548 98298 060579
57399 95561 0.60065
60495 101303 0.59717

Con la Adecuabilidad del Sistema para la Linealidad del Método y con los cdlculos
correspondientes se obtiene:

Tabla No 8
CANTIDAD % RECUPERACION EN %
RECUPERADA BASE RECUPERADO
MG /TAB AL 100%=0.125 MG/ TAB
0.12664 101.31 100.15
0.12526 100.2% 99.06
0.12517 100.14 98.99
0.12588 100.70 99.54
0.12482 99.86 98.71
0.12409 09.27 98.13
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EXACTITUD AL 106%
CROMATOGRAMAS AL 100% DE LA CONCENTRACION

TANFLE 3% 18102 SEF . §4 193
3.08
TRz 5920
ALPRAZ 3.212
e
el . METHOT [o15]
SF iy PR -
O000BRHET  JIAA0GN+EE 1 ABDSDNE]
MO . MAME rT A OR H MK tUNC
1 TRIAZ i 220 S7Es9 % 63000000
2 ALFRaZ 2.212 a55s1 ™ 3'63;05030Q
ToTaL 1520960 % 67 .0eovon
T -
SAMFPLE 12 11:%7 [ T IR S
3.98'!
— I 573 .
’,———————T:" ALPaA2 3,832
0.8
oAb . METHCD j]s]
=F =) ek
IEOON AT LBOBEDH D L AOE00]
MO, HEME &7 B OOR H 314 SRR I
1 TRIAZY BALDS 4
2 ALFRRAZ 1313223 "

TaTRL 181728
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
EVALUACION DEL METODO

De la Tabla No 8 en la Columna % RECUPERADO se calcula :

Media (X) = 99.09%

Desviaci6n Estandar (DE) = 0.69321
Varianza (S*) = 0.48054

Coeficiente de Variacion (CV) = 0.69953%
Numero de Datos (n) =6
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

EVALUACION DEL METODO

ESPECIFICIDAD

Esta prueba se realizo con el analisis de dos muestras de placebo preparadas de la
misma manera, bajo las mismas condiciones de operacion, determinando que no existe
componentes que den una respuesta que interfiera con la respuesta del farmaco de interés
(TRIAZOLAM).

RESULTADOS
AREA AREA STINT RESPUESTA  CONCENTRACION
ST (ST/STINT ) (MG/TAB)
0 94358 0 0
0 93647 0 .0

En los siguientes cromatogramas s¢ muestra el anélisis de dos placebos, donde se observa la
respuesta correspondiente al estandar interno ALPRAZOLAM (nicamente, no encontrandose

1a respuesta de alguna otra sustancia.
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ESPECIFICIDAD

CROMATOGRAMA DE PLACEBO
- Dn! ?
SAMPLE 27 16:53 sEP. 22 1992
.85
f———— MPBZ 7467
18.69" | '
CAL . METHOD - - 0@ s
sF Pa PE
.1990000+03 ,0000AM+ER .1000090+51
‘MO . NAME RT AORH MK ZONG
1 TRIAZ : Cod i ‘
2 JALPRAZ ' 7.467 93647 M % £3.080000
TOTAL 92md7 % 63.009000
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ESPECIFICIDAD

CROMATOGRAMA DE PLACEBO

rerem e e GAMPLE

S 1 T PP

18 e 16127 SEP. 81 1392

wew .o

AL . lme‘md:n 28
10 e - HAME— o

t TRIAZ
2 WLPRAZ 7.

TOTAL

BT B-0F H MK SONC

953 ‘g475e MoXx EZ.0@09300

94758 % A3 0an300
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
REPETIBILIDAD

Se realizo con el andlisis de seis muestsas de un mismo lote del producto terminado;
teniendo en cuenta que para la preparacion de las muestras a diferentes concentraciones es la
misma por dilucion, y debido a que no hubo produccion de tabletas a la concentracion de
0.125mp/tab en la fecha que se realiza la prueba, se utilizd para la prueba tabletas de
0.25mg/tab analizando las muestras de manera independiente por un mismo analista, €l mismo
dia y bajo las mismas condicione de anélisis.

Con la finalidad de evaluar este parametro se utilizo el coeficiente de variacion (CV).
Se hace a través de la prueba “ t * de Student una comparacién de la media de los porcentajes

obtenidos préacticamente y la media del valor teérico.

ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

Concentracion del Estédndar Interno =0.025 mg/ml

Concentracion del Estandar de Referencia = 2.57 mg/100 ml (STINT)
Pureza del Estdndar = 99.8%

AREA AREA RELACION
ST STINT ST /STINT
119917 196693 0.60967
120587 198287 0.60814
118471 195404 0.60629
120928 199061 0.60749
121274 197991 0.61252
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RESULTADOS

Media (X) = 0.60882

Desviacion Estandar (DE) = 0.00240

Desviacion Estandar Relativa (RSD) = 0.4% [ Criterio no mas 2.0%}
A partir de la media y las diluciones obtenemos el valor de la constante:

2.57/0.60882 * 10/ 100 * 0.998 = 0.42128

54



VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Obteniéndose los sigui datos:
Tabla No 9
No. AREA AREA, RELACION  CONCENTRACION
ST STINT ST/STINT MG/ TAB
1 108734 183859 0.59140 0.249
2 107134 180333 0.59409 0.250
3 106699 179577 0.59417 0.250
4 105521 171657 0.59396 0.250
5 106726 179913 0.59321 0.250
6 107652 182293 0.59054 0.249
Tabla No 10
No. CANTIDAD DE CANTIDAD %
MARBETE RECUPERADA RECUPERACION
1 0250 0.249 996
2 0.250 0.250 100.0
3 0.250 0.250 100.0
4 0.250 0.250 100.0
5 0.250 0.250 100.0
6 0.250 0.249 996

Dela Columna % DE RECUPERACION se calcula lo siguiente:

Media (X) = 99.86%

Desviacion Estandar (DE) = 0.2065
Varianza (87)=0.0426

Coeficiente de Variacién (CV) = 0.2066%
Numero de Datos = 6
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REPETIBILIDAD

CROMATOGRAMAS DE TABLETAS DE 0.25 MG

T
“TgamplE 2z 16:96 QCT. @7 1992
':‘.Ei'-"l" """j"“_'*" - T
" ' TN 4,948
R ALPRAZ 6.695
0.4 )
AL . 'METHOD ®B@
e . PA 3
.180002,c+03 .002000L+DD ,120000w+01
3. NAME T RT AOR H K CONC
1 - TRIAZ 4.941 186529 % 63.000000
2 ALPRAZ 6 .695 179577 M % 63.009208
TOTAL 286277 * 67.009800
Y _
T UBAMPLE 22 15:57 0OCT. 87 1992
E o S R
\ R
e : "TTRIAZ 4,89
- rf ALPRAZ 6,628
W
L. METHOD @@
- S8F Ph b}
.182000e+0Z .0ANONOW+OR 109006 +81
. HAME RT A DR H MK CONC
1 TRIAZ - 4.896 108521 &7 .808956
2 ALPRAZ £.628 177657 M % 63.000000
TOTHL 233179 % 63 .060000
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Continuando con la Repetibilidad del Método se Obtiene:

Intervalo de Confianza (IC) al 95%
Para un & = 0.05, con grados de libertad (g.1.) = n-1, donde n =6
tenemos que g =6-1=35yunaT tedrica al 95% = 2.015

por lo tanto se tiene :

X+ T tebrica al 95% (DE/ V 6)
99.86% +2.015 (0.2065 / ¥ 6)
99.86% +0.1698

Se tiene que el (IC) al 95% = (99.69% - 100.03%)

Interferencia acerca de la media :
Hipdtesis Propuestas :
Hip6tesis nula: Ho X=p

Hipotesis alterna: Ha X=p
El estadistico de Prueba es

T practica= (X -p )/ (DE/ Vn); donde p = 100%

T practica = (99.86% - 100%) / (0.2065 / ¥ 6)

T practica = -1.5823

Si la-T teorica < T practica < +T tedrica, se acepta la Hipotesis nula

Por lo tanto como -2.015 < -1.5823 < 2.015, se acepta la hipotesis nula y se rechaza la

hipotesis alterna, con lo cual se comprueba la repetibilidad del método.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

REPRODUCIBILIDAD

Esta prueba se realiza con tabletas de TRIAZOLAM 0.25mg/tab, producto terminado,
el andlisis de tres tabletas de manera independiente de dos dias diferentes por dos analistas bajo
las mismes condiciones de anélisis. -

Por la misma razdn que en la Repetibilidad se utilizan tabletas de 0.25mg/tab de un mismo lote
de tabletas de producto terminado.

La evaluacion de la prueba se hace en base al Coeficiente de Variacion y de la prucbade 't *
de Student.

ADECUABILIDAD DEL SISTEMA PARA EL ANALISTA (A)
Concentracién del Estindar Interno = 0,025mg/ml

Concentracidn del Estandar de Referencia = 2,57mg/100ml (STINT)  Pureza del Estdndar =
99.8%

AREA AREA RELACION
ST STINT ST/STINT
117929 192306 061324
118373 194194 0.60956
118874 193194 0.61531
118473 195656 0.60552
119381 195521 0.61058
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RESULTADOS:

Media (X) = 061084
Desviacion Estandar (DE) = 0.00373

Desviacion Estandar Relativa (RSD) = 0.6%

[Criterio no mas de 2.0%]

A partir de la media y de las diluciones obtenemos el valor de la constante

ADECUABILIDAD DEL SISTEMA PARA EL ANALISTA (B)

2.57/0.61084 * 10/ 100 * 0.998 = 0.41989

Concentracion del Estandar Interno = 0.025mg/mi

Concentracién del Estandar de Referencia = 2.85mg/100ml (STINT)
Pureza del Estandar = 99.8%

AREA AREA RELACION
ST STIN ( ST/STINT)
132229 196296 0.66682
132178 197763 0.66837
130625 196177 0.66585
126840 187434 0.67138
132046 196498 0.67200
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Continuando con la adecuabilidad del sistema para el Analista (B)

RESULTADOS:

Media (X) = 0.66888

Desviacion Estandar (DE) = 0.00272

Desviacion Estandar Relativa (RSD) = 0.4% [Criterio no més de 2.0%}

A partir de la media y de las diluciones obtenemos el valor de la constante
2.85/0.66888 * 10/ 100 * 0.998 = 0,42608

Los Resultados Obtenidos de las Muestras son los siguientes:

Tabla No 11
No. AREA AREA RELACION  CONCENTRACION
ST STINT ( ST/ STINT) MG/ TAB
All 106726 179913 0.59321 0.249
Al12 105521 177657 0.59396 0.249
Al13 106699 - 179577 0.59417 0.249
BIl 108109 184984 0.58442 0.249
BI12 108778 181548 0.59917 0.255
BI3 109427 185079 059124 0252
A2l 112058 187613 0.59728 0.251
A22 111018 184387 0,60209 0253
A23 109874 184655 0.59502 0.250
B21 105945 180011 0.58855 0.251
B22 106873 181040 0.59033 0.251
B23 106070 179752 0.59009 0.251

En donde:

Ay B son los diferentes Analistas

El 1° nimero es el dia respectivamente
E! 2° nrnero es la muestra
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Tabla No 12
No. CANTIDAD EN CANTIDAD %
’ MARBETE RECUPERADA RECUPERACION
MG/ TAB MG/ TAB
All 0.250 0.249 99.6
A2 0.250 0.249 99.6
Al3 0.250 0.249 99.6
BI1 0.250 0.249 996
BI2 0.250 0.255 1020
BI3 0.250 0.252 1008
A2 0.250 0251 1004
A2 0.250 0.253 101.2
A% 0.250 0.250 1000
B2I 0.250 0.251 100.4
B2 0.250 0.251 100.4
B2 0.250 0.251 1004

De la Columna % de Recuperacion se Obtiene;
Media (X) = 100.33%

Desviacion Estandar (DE) = 0.74018
Varianza {§2) = 0.54787

Coeficiente de Variacion (CV) = 0.73772%
Niitnero de Datos (n)= 12
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REPRODUCIBILIDAD (B)
. CROMATOGRAMAS DE TABLETAS 0.25 MG

SAMPLE S8 | i 18:17 . DCT: 83 1982
1 . .
: :

E
ol O N U U S
L

L ‘ : .
P T IR s
e - ' -

o P PR 6729
. | i |
: : : e,

AL HETFHOD 08 = — oo e o
: ; J - lsF - PA PE '
210000004037 ,00000Qu+0R ,100000w+B1

NGO . Nnr]uz . RT ‘A OR 'H MK CONC

‘18129 M % 63.800R90

VTRidz |, 4955
28 184834 k63 .900460

i
2 |ALPRAZ

-

9
.7

TOTAL : j293294  © x 63 .009908
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
Siguiendo con la evaluacién estadistica de! método tenemos que la comparacion de las
medias de los resultados de los Anafistas en ambos dias por la “ t “ de Student es la
siguiente:

Cuando el estadistico de prueba es n=np es:

t=Xp-X/(S*/n+S%/np) ', para:

gl=n+npn-2
0.=0.05
Donde para el:

ANALISTA (A) ANALISTA (B)
Media (X) = 100.066% Media (X) = 100.600%
Varianza (8% ) =0.41066 Varianza (82 ) = 0.62400
Nimero de Datos =6 ) Numero de Datos = 6
Pruebas de Hipétesis:

Hipotesis nula: Ho=X=Xu
Hipétesis alterna : Ha = X+ X

gl=6+6-2=10

T practica = 100.600 - 100.066 / (0.41066 / 6 + 0.62400/ 6)!4
T practica = 1.28593

Tratindose de un ensayo bilateral o * en dos sentidos * con n -+ ny - 2 grados de libertad,
la Hipétesis nula se rechaza cuando:

T practica < -Tteéricacon a/2 ¢ T practica > +T tedrica con a/2

Esto es si -T tedrica o /2 < T practica < +T tedrica o/ 2, se acepta la Hipdtesis nula y se
rechaza Ia Hipotesis alterna.

Como la T tedrica o /2 =2.228, entonces:
-2.228 < 1.28593 < +2.228, se acepta la Hipotesis nula y se rechaza la Hipotesis alterna.

Por lo que la media de los valores obtenidos por los dos anslistas en los dos dias,
estadisticamente es la misma con lo que se comprueba que el método es Reproducible.



VALIDACION DEL METODO ANALITICO
TOLERANCIA

Para determinar el grado de reproducibilidad de datos en el analisis de tas mismas muestra
modificando las condiciones normales de operacion, se procedio a obtener los resultados en
dos diferentes equipos de cromatografia de liquidos los cuales ademds teniendo su propia
columna. Las muestras fueron preparadas siguiendo la técnica, asi como el estandar de

referencis, analizandose en un equipo y posteriormente en el otro.
ADECUABILIDAD DEL SISTEMA PARA EL EQUIPO ( WATERS 1)
Concentracion de! Esténdar Intemo = 0.025 mg / m!

Concentracidn del Estandar de Referencia =2.58 mg/ 100 ml (STINT )
Pureza del Estandar de Referencia = 99.8%

AREA AREA RELACION
ST STINT ST/STINT
118726 191978 0.61843
117362 192017 0.61120
118319 190975 0.61955
117126 ‘192582 0.60618
119440 193631 0.61664
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Resultados :

Media { X )= 0.61484

Desviacion Esténdar ( DE ) =0.00491

Desviacion Estandar Relativa (RSD ) =0.8% (eriterio no mas del 2%)

a partir de la medida y las diluciones obtenemos el valor de la constante:
2.58/0.61484*10/100*0.998 = 0.41878

ADECUABILIDAD DEL SISTEMA PARA EL EQUIPO (TOM)

AREA AREA RELACION
ST STINT ST/ STINT
93381 ' 154509 0.60437
93197 154726 0.60233
93433 155516 0.60079
94625 166753 0.60557
94561 158412 0.60469
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

RESULTADOS:

Media ( X )= 0.60355

Desviacion estandar ( DE ) = 0.00194

Desviacion Relativa ( RSD )= 0.3% ( Criterio no mas de 2% )

A partir de 1a medida y las diluciones obtenemos el valor de la constante:

2.58/0.60355 * 10/ 100 * 0.998 = 0.42661

TABLA No. 13 ( WATTERS 1)

AREA AREA RELACION CONCENTRACION
ST STINT ST/ STINT MG/ TAB
114317 193218 0.59164 0.247
115682 192458 0.60108 0251
116436 194172 0.59985 0.251
118197 196714 0.60085 0251
114968 192275 059793 0.250
115728 193865 0.59695 0.249
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de la columna CONCENTRACION ( MGS. / TAB. ) obtenemos los siguientes resultados

Media ( X ) =0.2498

Desviacién estindar ( DE ) = 0,00160
Coeficiente de variacién ( CV ) = 0.64126%
Numero de datos (n)=6

Varianza (S?) = 0.04

TABLA No. 14 (TOM)

AREA AREA RELACION CONCENTRACION
ST STINT ST/STINT MG/ TAB
88677 152994 0.57961 0247
91126 154606 068976 0.251
91703 156783 0.58490 0.249
91185 156303 0.58338 0.248
91884 156632 0.58662 0.250
91450 155106 0.58959 0.251
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

De la tabla nimero 14 ( TOM ) en la columna CONCENTRACION (MG. / TAB. )
obtenemos los siguientes resultados :

Media (X ) =0.2493

Desviacion estandar ( DE ) = 0.00163
Coeficiente de variacion (CV ) = 0.65494
Nuomero de datos =6

Varianza ( §7)=0.04

Siguiendo con los calculos estadisticos tenemos que la comparacion estadistica de las medias
entre el equipo WATERS 1 y el equipo TOM con diferente columna es ;

-Estadistico de prueba cuando n=np
t=Xu-X/(S/n+SWnu)k
para gl =n+np-2
« =0.05

Sustituyendo los datos anteriores tenemos que para:

Hipotesis nula;  Ho X=Xu
Hipotesis alterna: Ha X = Xp
gl=6+6-2=10

T practica = 0.2498 - 0.2493 / (0.04 /6 + 0.040/6 ).
T practica = 0.00432

Como se trata de un ensayo bilateral o * en dos sentidos “ , con n + np - 2 grados de
libertad, Ia hipotests nula se rechaza cuando:

T practica < -T tedrica con =/ 2 o T practica > +T teérica con x/2 se acepta la hipotesis
nula y se rechaza [a hipotesis alterna cuando -T tedrica con % / 2 < T practica < T tedrica
conx/2
Como:

T teorica con x /2 = 2228
Entonces:

-2.228 < 0.00432 < +2.228 , se rechaza la hipotesis alterna y se acepta la hipotesis nula
considerando que es la hipétesis de la igualdad.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO
ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Esta prueba se realizo con la preparacién de tres muestras de tabletas de un mismo
lote de TRIAZOLAM 0.25mg/tab. , analizindolas independientemente de la misma manera
el mismo dia, analizdndolas después los cinco dias siguientes a su preparacion. Las muestras
permanecieron a Temperatura Ambiente en los viales de preparacion engargolados.

La preparacitn del Estindar de Refercncia se realizo cada diz, con Ia finalidad de detectar si
existe algiin cambio en la concentracién de las tabletas por ef paso det tiempo.

Es importante mencionar que la preparacién del Estandar interno se realizo en cantidad
suficiente para las muestras asi como para cada preparacion de Esténdar de Referencia .

La adecuabilidad del sistema para cada dia cumplio con las especificaciones marcadas de
RSD para el Método [Criterio no mas de 2.0%].

Los Resultados Obtenidos son los siguicates:

MTA  AREA AREA RELACION CONCENTRACION %
ST STINT  (ST/STINT) MG/ TAB RECUPERACION
DIA
INC
1 108468 186563 0.58140 0.241 96.4
2 110375 186533 0.59172 0.245 98,0
3 109990 189248 0.58120 0.241 96.4
24 Hrs
1 117490 201500 0.58308 0.242 96.8
2 115202 196738 0.58566 0.243 97.2
3 119181 204096 0.58395 0.242 96.8
48 Hrs
1 119543 208604 0.57306 0.237 94.8
2 119555 201990 0.59189 0.245 98.0
3 122602 210985 058109 0241 96.4
72 Hrs
1 107608 183013 0.68743 0.243 97.2
2 105752 184728 0.57247 0.237 948
3 106724 183516 0.58155 0241 96.4
96 Hrs
1 136426 233435 0.58443 0.242 96.8
2 132139 227207 0.58158 0.241 96.4
3 116318 200334 0.53062 0.241 96.4

0!



VALIDACIONDEL METODO ANALITICO

De la columna de % recuperado se obtiene la siguiente tabla:

Tabla No. 15
HORAS MEDIA DESVIACION VARIANZA
X) ESTANDAR (DE) )
INC 96.93 0.92376 0.85333
24 96.93 0.23094 0.05333
48 96.40 1.60000 2.56000
72 9613 1.22002 1.49333
96 96.53 0.23094 0.53333
El analisis por la “t” de Dunnett es:
VARIANZAS PONDERADAS
28%nc + 25*24hrs 2(0.85333 +0.05333)
Sl = = = 03022
2 (c+1) 2(2+1)
2S%nc + 25%48hrs 2(0.85333 +2.56)
S2pt= = = 1.1377
2(c+l) 2(2+1)
28%nc + 28272hrs 2(0.85333 + 1.49333)
Spl = = = 078222
2 (c+1) 2(2+1)
28%nc + 25296hrs 2(0.85333 +0.05333)
Sl = = = 03022
2 (c+1) 2 (241}
Donde:

$n = Varianzas
¢ = Comparaciones

n




VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La determinacion del Intervalo de Confianza se realizo mediante los siguientes caleulos:
“¢* = Vator de la“ t* “ de Dunnett = 2.86
¢ = Comparaciones =2

gl =2c+1) =22+1) =6

Probabilidad Acumutada de 0.975
IC= (X2 -Xinc] £ t* ¥8%i (2+3)
Sustituyendo los Valores tenemos que para las 24hrs:

IC=(96.93 - 96.93) + 2.86 ¥ 0.3022 (2+3)
IC 24hrs = { -1.28371 2 1.28371 )

para fas 48hrs

IC =(96.40 - 96.93) £ 2.36 ¥ 1.1377 (2+3)
1C 48hrs = {-3.02077 a 1.96077)

para Jas T2hrs

IC =(96.13 - 96.93) % 2.86 ¥ 0.78222 (2+3)
IC 72hrs = { -2.86530 2 1.26530}

para las 96hrs

1C = (96.53 - 96.93) £2.86 V 0.3022 (2+3)
1C 96hrs = { -1.68371 a 0 88371)



VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Calculo para el Factor 1
( analisis de la muestra / tiempo } 1

( analisis inicial i)

I

FI=  aemcerecemaaee
n

A las24hrs
mta 1 =96.8/96.4 * 100 =100.41% 100.41 +99.18 + 100.41
ma2=972/980%100= 99.18% FI= = 100%
mta 3 =96.8/96.4" 100= 100.41% 3
A las 48hrs
mtal=948/964*100= 98.34% 98,34 + 100.0 + 100.0
mta2=980/9388 *100= 100% Fi= =99.44%
mia3=964/96.4*100= 100% . 3
Alas 72hrs
mia1=972/964*100= 100.82% 100,82 + 96,73 +100.0
ma2=948/98.0*100= 96.73% Fi= =99.18%
mte3=96.4/9.4*100= 100% 3
A las 96hrs
mta1=96.8/96.4* 100=10041% 10041 + 98,38 + 100.0
mta2=96.4/98.0"*100=9836% Fl= =99.59%
mta3=964/964* 100 =100% 3
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

CROMATOGRAMAS AL 100% DE LA CONCENTRACION

SAMPLE

[
w

—

TRIAZ 5084

0CT . B85 182z

ALPRAZ 6.941

PT

COHC

63 .069000
€32 .B008600

9.488”
CAL . METHOD ae
SF Fa
1008800+8F JORDO00+RD .1P006He+0]
M, HAME RT R OR H MK
1 TRIRZ S.034 188458 M %
2 ALPRaZ & . 341 186553 M X
TOTAL 2956032 kS

83 .800906
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CAPITULO No 4
ANALISIS DE RESULTADOS
Y CONCLUSIONES



RESULTADOS

ANALISIS DE RESULTADOS
RESULTADOS OBTENIDOS CRITERIO DE ACEPTACION
LINEALIDAD DEL SISTEMA
CV1=047918% CV£15%
CV2 =046990 %
GRAFICA # | GRAFICA #2
m = 0.00622 m= 000622
b =-0.00599 b =-0.00467
t =099960 r = 099940 2009
1 =0.95931 r*=0.99897 7> 008
PRECISION DEL SISTEMA CV<15%
CV = 03969 % =T
LINEALIDAD DEL METODO CV<20 %
CV=1.04225%

PROMEDIO DE RECOBRO

PROMEDIO DE RECOBRO
(98.42% - 101.37% )

IC = (100.28% - 98.97%)
m = 096858
b =0.00321
r =0.99946
r =0.99893
EXACTITUD AL 100 %

CV=069953 %

PROMEDIO DE RECOBRO

(98.13 % - 100.15 %)

(98%-102%)
INCLUYE EL 100 %

m=s]
b=0

r? 2098

CV s2%

PROMEDIO DE RECOBRO

(98 %- 102 %}
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RESULTADOS

ANALISIS DE RESULTADOS
"RESULTADOS OBTENIDOS CRITERIO DE ACCPTACION
REPETIBILIDAD
CV = 0.2066 % CV<2%
PROMEDIO DE RECOBRO PROMEDIO DE RECOBRO

(99.6 % - 100.0 %5)
1C = (99.69% - 100.03%)

REPRODUCIBILIDAD
Cv=0T737172%

ESPECIFICIDAD

No se encomtrd sustancia que
proporcionard interferencia en el tiempo de
retencion de TRIAZOLAM al analizar el
placebo del producto.

TOLERANCIA

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
ANALITICA

1C 24 Hrs (-1.28371 a 1.28371)
IC 48 Hrs (-3.02077 a 1.96077)
IC 72 Hrs (-2.86530 a 1.26530)
IC 96 Hrs (-1.68371 a 0.88371)

FI=(99.18% - 100.0%)

La muestra puede permanecer después de
su preparacion hasta 96 hrs sin cambios.

El método tolera cambios de equipo y dc
columna ya que existe una igualdad con
respecto a las medias de los valores de
resultado.

(98 % - 102%)

INCLUYE EL VALOR DE 100%

CV 52%

INCLUYE EL VALOR DE CERC
INCLUYE EL VALOR DE CERO
INCLUYE EL VALOR DE CERO
INCLUYE EL VALOR DE CERQ

FI = (98% - 102%)
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CONCLUSIONES

Enla prueba de linealidad y exactitud del métedo con respecto al empleo de lotes pilotos como
placebos no se preparo et lote al tamafio deseado 5 kg. debido a que no s¢ contaba con equipo
para lotes piloto.

Se preparo 1.0 kg. de lote placebo en el Laboratorio de Control de Calidad.

La preparacién de placebos se realizo con la mezcla de materias primas siguiendo ¢l
procedimiento de manufactura sin llegar a tabletear, por lo que las muestras fueron preparadas
con el peso equivalente a una tableta de placebo y acondicionando en triazolam en alicuota
correspondiente a ln concentracion deseada a partir de una solucién concentrada de estandar
de referencia.

BasAndonos en el anélisis de resultados-obtenidos de los diferentes pardmetros de validacion
desarrollados, se establece que el método para cualificar TRIAZOLAM por cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) en tabletas es:

Lineal.- Ya que se comprobd que cumple con los requisitos de coeficientes de variacion (CV)
menor a 1.5 % para la linealidad del Sistemay menor de 2% para la linealidad del Método, con
respecto a la pendiente ( m ) es aproximadamente 1.0, la ordenada al origen es
aproximadamente 0, el coeficiente de correlacion mayor a 0.99 y el coeficiente de
determinacion mayor a 0.98, como se muestra en las graficas 1,2y 3.

El promedio de recobro para 1a linealidad del Método cumple con el limite de especificacion
adoptada ya que se encuentra entre el rango de ( 98% - 102%).

Exacto.- debido a que el coeficiente de variacion CV es menor al 2 % con un promedio de

recobro entre (98 % - 102 %) cumpliendo con la especificacion de este método.

Preciso.- porque se obtuvieron coeficientes de variacion CV menores a 1.5 % para el sistema
y menor al 2.0 % para el método. Con el promedio de recobro dentro de los timites (98 % -~
102 %).

ESTA TESIS Mo BRgE~
SRR DE Ln siBugTECe



Especifico.- se comprobo que el método es especifico para cualificar TRIAZOLAM en tabletas
con el anélisis de un placebo preparado para la prueba encontrindose en el cromatograma solo
el pico de respuesta del TRIAZOLAM. El método puede ser entonces utilizado en el andlisis

de producto intermedio y producto términado, cromatogramas de las paginas 51y 52.

La prueba de tolerancia: 96 horas después de preparada la muestra no existe cambio en la
precision de los resultados, por lo que la muestra puede ser preparada y almacenarse a
temperatura ambiente y ser analizada durante las 96 horas posteriores & su preparacion.

Deniro de las condiciones normales de trabajo en el laboratorio de Control de Calidad, se
comprobd estadisticamente que la medida de los valores obtenidos en dos diferentes equipos

Cromatograficos con dos diferentes columnas es igual.

Es importante mencionar que en las condiciones adecuadas de trabajo se observo que hay una
rhpida estabilizacion del sistema siendo una fase normal el tiempo de retencidén se mantiene
constante en el andlisis de las muestras sin mostrar deformacion en los picos (Coleo), ain en
tiempos prolongados de anilisis,

Por lo anterior podemos concluir que el método analitico para cualificar TRIAZOLAM en
tabletas por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR), redne las condiciones
necesarias para su aplicacion con el grado de segurided que demuestran las pruebas
estadisticas, comprobando y verificando su exactitud y Reproducibilidad y especificidad en los

rangos establecidos, para ser usados como método de Control de Calidad.
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