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CAPITULO |

INTRODUCCION

Hoy en dia uno de los principales objetivos de la industria farmacéutica y
quimica, es asegurar un adecuado control de la calidad de la materia prima,
producto en proceso, y producto terminado. Por ello la validacion relrospecliva
y prospectiva ha tomado gran importancia en las &reas anteés mencionadas.

La parte integral del desarrolio de un método analitico es la validacion def
mismo, es decir, el método debe probarse para determinar su efectividad.

Laetapa de la validacién comprende una serie de pruebas sistematicas por las
cuales gqueda establecido de manera clara y objeliva. que el metoda de estudio
reune los requisitos para las aplicaciones andliticas deseadas. De tal manera,
que el proceso de validacion de un método en particular estd basado en
principios cientificos adecuados y ha sido optimizado para principics de
medicion.

La validacion de los métodos analiticos, permile evaluar parametros
estadisticos como son: linealidad, exactitud, precision evaluada como
reproducibilidad y repetibilidad, entre otros, obiteniéndose informacion sobre la
confiabilidad del método analitico. Por ofra parte. los criterios que deben
cumplir los parametros estadisticos son propuestos por la Secretaria de Salud,
Organismos Internacionales, etc., los cuales han publicado una serie de
normas y especificaciones legales que los respaldan. Toméndolos como
referencia. cada laboralorio flevara a cabo una validacion del método analitico
de acuerdo g sus necesidades

El presente trabajo es un estudio sobre el desarrollo de un método anelitico
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn para la dslerminacion de
ltraconazol. con su respectiva validacidn para que pueda aplicarse en la
evaluacion de materia prima y microgranulos.



CAPITULO 1l

e

GENERALIDADES

2.1 MONOGRAFIA ITRACONAZOL

NOMBRE GENERICO

ltraconazol

NOMBRE QUIMICO

4-{4-{4-[4-{[2-(2 4-diclorafenil)-2-(1H- 1,2.4-triazol-1-ilmetif)-1,3-
dioxolan-4-il) metoxi] fenil]-1- piperazinil] fenil}-2 4-dihidro-2-(1-metitpropif)-3H-

1,2 4-riazol-3- ona,

FORMULA CONDENSADA

CsH2 ClaNs Q4 (1)

FORMULA DESARROLLADA
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PESO MOLECULAR
705.64
DESCRIPCION

Polvo blanco ligeramente amarillento.

SOLUBILIDAD

Solvente Solubilidad en g/100 ml de solucién
Cloroformo 36.3

Diclorometano 23.9
N-N-dimetilformamida“ 3.33
Tetrahidrofurano 273

Metanol 0.0

Etanal 0.030

Agua (pH67) - 0.0001

PUNTO DE FUSION

164-168 <C

2.2 METODOS DE ANALISIS

El itraconazol es de los antimicdticos el de mds reciente desarrollo y ha
presentado grandes ventajas frente a los demas imidazoles. posee un espectro
mas amplio

Dentro de las técnicas de analisis que se han reportado, se encuentra 1a
colorimétrica, la cual se fundamenta en la formacion de un complejo amarillo
entre el farmaco y el verde de bromocresol a pH de 3. obteniéndose un
maximo absorcion en la region visible a 420 nm, en una concentracion de 59
ngiml ( 6 )  Otro método reportado ( 7 ) se refiere a la determinacion de
itraconazol en plasma. en pacientes con leucemia, por cromatografia de
liquidos en fase-reversa, con una fase movil de acetonitriio; la deteccion de la
muestra fue a 263 nm. Se obtuvo un 934 % de recaobro. El limite de
sensibilidad fue de 10 ng/ml. Otro mélodo para la determinacion de itraconazol
en ufias por cromatografia de liguidos de alta resolucion ( 8 ) indica utilizar
acelonitrilo y dietilamina en agua como fase movil, la deleccion a 261 nm; el
parciento obtenido fue de 52 -94 %.



2.3 FARMACOLOGIA DEL ITRACONAZOIL.

Actualmente existen varios derivados sustituidos de los imidazoles de uso
topico o sistémico en el tratamiento de una variedad de infecciones micdticas.
Los agentes que son empleados en forma topica incluyen el clotrimazol,
econazol, miconazol y ketoconazol Otros agentes afines son: bifonazol,
itraconazol y terconazol.

Actividad antifungica.- 1.a evaluacion in vitro ha demostrado que estos agentes
son sumamente activos contra un amplio espectro de hongos, incluyendo
dermatofitlos, levaduras, hongos dimorficos, eumiceles, actinomicetes y
algunos ficomicetes. Sin embargo la actividad de estos compuestos depende
en gran medida de factores tales como el medio de cultivo, el pH y el tamaiio
de inoculo. Estos derivados imidazdlicos también inhiben el desarroflo de
hacterias grampositivas y de ciertos microorganisimos anaerabicos.

Mecanismo de accidn.- El efecto de fos imidazoles sobre las fevaduras y otros
hongos parece estar relacionado con la capacidad de estos compuestos para
alterar la permeabilidad de la membrana El ergosterol as el esterol celular
principal de los hongos; su sintesis es blogueada por estos agentes. La
inhibicién de la sintesis del ergosterol se debe en parte a la capacidad de los
imidazoles de inhibir la desmetilacion del lanosterol, un precursor del
ergosterol.

Los derivados imidazdlicos lambién interfieren con la sintesis de &cidos
grasos.

El itraconazol se administra por via oral, parece tener menores efectos
adversos que el ketoconazo! y puede tener un espectro de accion aigo mayor
(9)

Absorcion, Distribucion y Excrecién  El grado de absorcion del itraconazof en
un estado de ayuno es menor (30 % ) del absorbido cuando se ingiere el
farmaca con alimento. Las concentraciones sanguineas aumentan durante los
primeros 13 dias de administracion sucesiva.  Las concentraciones
plasmaticas maximas después de 15 dias de tratamiento ( con alimento ) se
aproxima a 0.5 pg/ml con una dosis diaria de 100 mg ( Hardin y col. 1988). La
vida media de eliminacion del farmaco es cerca de 36 hrs ( después de 15 dias
de tralamiento). Por lo general el agente aclivo no se detecta en la orina ni en
el LCR.  La administracion concurrente de rifampicina produce una
disminucion sustancial de ias concentraciones plasmaticas de itraconazol. Ej
efecto de itraconazo! sobre las conceniraciones de ciclosporinas parece ser
modesto o nulo(10)




El itraconazol se encuentra unido a proteinas: solo ol 0.2 % se encuentra
como farmaco libre. Esta distribuido en el organismo pero solo pequefas
cantidades llegan al fluido cerebroespinal. Las concentraciones alcanzadas en
piel, sebo, pus, y tejidos genitales femeninos son mas altas con respecto a las
concentracionas en plasma.

El itraconazo! se metaboliza en el higado dando lugar @ un gran numero de
metabolitos que son excretados en 1a bilis o en fa orina; del 3 al 18 % es
excretado en heces. Pequerias cantidades son eliminadas en el estrato cdrneo
y cabello. Elitraconazol no es separado por didlisis (11).

Forma Farmacoutica, via de administracidn y dosificacidn.

El itraconazol se presenta en capsulas de 100 mg y no se dispone de
formulacion parenteral, la dosis oral usual es de 200 mg una vez por dia, pero
se han administrado dosis de hasta 400 mg en micosis refraclaria (9).

Efeclos adversos: El itraconazol parece ser bien tolerado en una dosis de 200
mg. Alrededor de 10 a 15 % de los pacientes manifiestan nauseas o vdmitos,
pero los sintomas no suelen requerir la suspension del tratamiento, en
ocasiones han informado erupcién, parestesis, impotencia y pérdida del libido.
Hasta la fecha, la hepalitis medicamentosa sintomatica no ha sido claramente
ligada al itraconazol. También se ha repoitado dispepsia, dolor abdominal,
diarrea, dolor de cahbeza y desvanecimiento.

[l itraconazol produce embriotoxicidad y efectos teratogénicos en ratas.

Usos Terapéuticos: La experiencia clinica inicial ha sido favorable para la
mayoria de las indicaciones que responden al ketoconazol, incluyendo
blastomicosis, hiploplasmosis, coccidioidamicosis, paracoccidioidomicosis,
muguet bucal y esofdgica y tifa versicolor. A diferencia del ketoconazol, el
itraconazot puede tener cierfo efeclo terapéutico en f{a esporatricosis linfo
cutanea y en casos seleccionados de aspergitosis (9).

Precauciones  El itraconazol ha causado anonmalidades en el desarrollo fetal
enratas, por lo que estd contraindicado en el embarazo.



CAPITULO Wl

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION

3.1 TERMINOLOGIA

Cromatografia es un término general aplicado a una amplia gama de técnicas
de separacion que esencialmente se basan en fa distribucidn de los
componentes a separar entre dos fases, una de ellas es una fase movil, la cual
puede ser un gas o un liquido, y la otra es una fase esfacionaria. la cual a su
vez puede ser un tiquido o un sélido.

El proceso cromatogréfico tiene tugar como resultado de repetidas adsorciones
o repartos durante el movimiento de los componentes de la muestra a lo largo
del lecho estacionario, alcanzandose la separacion gracias a las diferencias en
los coeficientes de distribucion de los distintos componentes de fa muesira
(11).

3.2 CLASIFICACION

Basandose en la naturaleza de la fase mavil la cromatografia se divide en
Cromatografia de gases y Cromatografia de liquidos, los cuales a su vez se
subdividen al tomar en cuenla la naturaleza de 1a fase estacionaria, tal como
se muestra en el diagramaNo 3.2 1

CROMATOGRAFIA

(Tt oTeT T T )

GASES ,  HQUIDOS

[ —e -

GAS-S0LIDO  GAS-LIQUIDO COLUMNA  PLANA

i

| CAPAFINA DE PAPEL

ot T e

LQUIDO  LIQUIDO  DE FASE DE INTERCAMBIO  DE £XCLUSICN
SOLIDO  LIQUIDO QUIMICAMENTE 1ONICO
UNIDA -

DE PERMEACION  DE FILTRACION
EN GEL EN GEL

Diagrama No 3.2.1



Para clasificar ta cromatografia de liquidos en columna, basandose en la
naturaleza de la fase estacionaria y en 10s procesos de separacion, se pueden
enumerar cuatra tipos

- Cromatografia de Adsorcion.- La fase estacionaria es un adsorbente y la
separacion se basa en repetidas etapas de adsorcidn-desarcion.

-Cromatagrafia de Particidn.- La separacion no se basa en la adsarcion, sino
en una verdadera particion entre la fase movil y la fase estacionaria.

-Cromatografia de Intercambio lonico.- El lecho estacionario liene una
superficie cargada idnicamente, con carga contraria a la de la muestra. Esta
técnica se usa casi exclusivamente cori compuestos idnicos, cuanto mayor es
la carga de las muestras, mas fuertemente serd atraida hacia la superficie
idnica y, por tanto, mas tiempo tardard en ser eluida. La fase movil es un
amartiguador acuoso en donde el pH y la polaridad se utitizan para controlar ef
tiempo de elucidn.

-Cromatografia de Exclusidn.- Se rellena la columna con un material que
posee paros de dimensiones comprendidas entre ciertos limites, con o que la
muestra es relenida o fillrada segin su tamafio molecular. Por razones
histdricas, esta técnica se llama también filtracion sobre geles o cromatografia
sabre geles, aunque en la actualidad ia fase estacionaria no queda restringida
aun "gel"

La cromalografia de liquidos también se clasifica segin la polaridad relativa de
las dos fases . cromatografia en fase normal y cromatografia en fase reversa.

En la cromatografia en fase normal ! lecho estacionario es de naturaleza
fuertemente poiar (par ejemplo sitice) y la fase movil es apolar (par ejemplo n-
hexano o tetrahidrofurano). Las muestras polares quedan retenidas en la
columna durante tiempos mayores que ios materiales menos polares o
apolares.

La cromatografia en fase reversa es a la inversa. El lecho estacionario es de
naluraleza apaiar (hidrocarburo), mientras la fase mavil es un ilquido polar,
normalmente agua o un alcohol. En este caso, cuanto més apolar sea Ia
muestra. mayar sera su retencidn.



Algunas veces se madifica la fase movil para ajustar su polaridad. En fase
normal, puede hacerse por adicion de una sustancia mas polar, en tanto que
en fase reversa el aditivo sera una sustancia menos polar.

3.3 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

TIEMPO DE RETENCION

El tiempo de retencion { tr ), es el tiempo que transcurre desde la inyeccién
hasta el momento en que se abliene el punte de maxima concentracion por la
sefial 0 pico, este valor siempre sera igual en la misma columna y en las

mismas condiciones de trabajo. Se calcula con la ecuacién No 1 y se
representa en lafig. 3.3.1.

tr=to+t'r (1)

TIEMPQ MUERTO
Si un componente no es retenido y sale a la misma velocidad de la fase movil

se le {lama to ( tiempo muerto ), o sca que corresponde al tiempo en que la
fase movil se traslada de un lado a otro de la columna.

TIEMPO DE RETENCION CORREGIDO

Es el tiempo que las moléculas del seluto permanecen en la fase estacionaria
y se calcula con 1a ecuacion No 2.

tr=ti-to (2)

De acuerdo a la figura 3.3.1 se observa la diferencia entre el tiempo de
retencion corregido y el tiempo de retencion.
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0 no retenido
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Figura No 3.3.1. Representacion del tiempo de retencion.

Cromatograma tipico, donde

tr = Tiempo de retencién

to = Tismpo muerta

{'r = Tiempo de retencion corregido

wh = Ancho del picu en la base

wh = Ancho de! pico medida al 50 % de la altura total

FACTOR DE CAPACIDAD

El factor de capacidad es el tiempo durante el cual puede retenerse cada
componente en la columna, La fase estacionaria retarda al soluto en un tiempo
“1r ", mientras * to * representa el tiempo que permanece en 1a fase mdvil; por
tanto, el cociente entre ambos daré dicho valor, lamado faclor de capacidad
*K.", representada por la ecuacién No 3.

tr tr-to tiempa en la fase estacionaria
K =eaeens = (3)
to o tiempo en fa fase mévil




Por otra parte conociendo el factor de capacidad, se puede calcular el tiempo
de retencion de un compuesto. Representado por la ecuacion No.4

Ir =10 (1+K) (4)

En la préctica hay que esforzarse por conseguir un valor del factor de
capacidad por lo menos igual a uno para el primer pico de interés, con ¢! fin de
asegurar su separacion del disolvente y sus posibles impurezas, las cuales
generalmente se eluyen a un tiempo igual o muy proximoa "to”

NUMERO DE PLATOS TEORICOS

La eficiencia de la columna se mide por €l numero de platos tedricos “N", éstos
miden el ensanchamiento de la banda del soluto a medida que pasa a través
de la columna.
Ulilizando el método de las tangentes, "N’ se delermina de acuerdo a la
ecuacion No 6,

DONDE -

N = Numero de platos tedricos
tr = Tiempo de retencion del soluto
wb = Ancho del pico en la base

para determinar el valor de “Wh" se toman medidas directas en el
cromalograma .

Se trazan dos tangentes por los puntos de inflexidn y se mide la longitud de la
linea base donde cortan ias tangentes ( figura 3.3.2 ).
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Figura No 3.3.2 Trazado de targentes para el calculo de numero de platos
tedricos ‘N’

ALTURA EQUIVALENTE DE UN PLATO TEORICO (AEPT)

Es la longitud de la columna necesaria para generar un plato tedrico y se
calcula con la ecuacion No 6.

L
AEPT = wrevee (6)
N

DONDE -

AEPT = Allura squivalente a un plato tedrico.
L = Longitud de la columna
N = Numero de platos tedricos

FACTOR DE SELECTIVIDAD

Ei factor de selectividad es la relacion del tiempo en que dos picos
permanecen en |a fase estacionaria. Debido a que en esta fase es donde se
lleva a cabo |a separacién de acuerdo a la interaccién que haya en cada uno
de los compuestos, la salida de la columna serd mas rapida o mas lenta,

Si el valor es aproximadamente = 1 los dos picos tienen solubilidades iguales
con respecto a |a fase estacionaria y no se realiza la separacion, asi mientras
mas elevados sean los valores del faclor de capacidad, mayor es la
selectividad de la fase estacionaria y mas facil la separacion. Ecuacidn No7

Factor de selectividad = —----e-emaren R < {7

11



DONDE

tew y tew = Tigmpo de retencion corregido de [os solutos Ay B

RESCLUCION

La resolucion es una medida de la capacidad que liene una columna para
separar dos picos y esta definida como la distancia que hay entre el centro de
los picos, dividida enlre el promedio de! ancho de los mismos. Ecuacidn No 8
Enia figura 3.3.3 se muestre ia manera de calcular 12 resolucion.

tra-trs At
R= = (8)
Ya{whi1+ wh2) % (wbi+ wh2)

- Lr:

e £T I —_

Figura No 3.3.3. Valores medidos para el calculo de la resolucion entre dos
picos muy cercanos sobre un cromatograma.
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3.4 EQUIPO

Los componentes esenciales que forman parte de un cromatografo de liquidos
son Recipientes, bomba, inyeclor, columna, detector y registrador { Esquema
No 1).

RECIPIENTES

Su misién serd contener los disviventes que se emplean como fase mévil, Su
forma puede variar desde el propio frasco en que comercialmente viene
conlenido el disolvenle hasta un complejo sistema capaz de filirar, degasificar,
elc. el disolvente.

El recipiente debe taparse de manera conveniente, A través del tapén pasa el
fubo que conduce la fase mévil a la cdmara de mezcla primero y a la bomba
después, esle tubo succionador, de acero o de teflén, finaliza en un filtro que
garanliza la limpieza fisica de! disolvents. Esquema No 1.

CAMARA DE BOMBA DE INYECTOR
MEZCLA omesmssess ALTAPRESION  cummenmomanceo

. |

FILTRO FILTRO

MEDIDOR DE COLUMNA
ALTA DE PRESION
RECIPIENTE
DETECTOR
REGISTRADOR

Esquema No 1. Representacion de los componentes basicos de un
cromatografo de fiquides.

13



BOMBA CROMATOGRAFICA

Se entiende por bomba cromatografica aquel dispositivo o sistema capaz de
proporcionar a la fase movil 1a presion necesaria para que, operando al flujo o
velocidad precisa, atraviese la columna cromatografica.

El objetivo principal de cuaiquier bomba destinada a usarse en CLAR consiste
en entregar a la columna un flujo de fase mévil constante, confiable y preciso
bajo varias condiciones de presion, no importa cuantos pistones tenga la
bomba, entre mejor haga la entrega de disolvente, mas adecuada seré.

INYECTOR

Toda separacion depende en gran medida de que la muestra llegue en forma
adecuada a la columna; ésto requiere un inyector que se coloca enire la
bomba de alta presion y la columna. L.a mejor manera de introducir la muestra
es en pequefia cantidad, ya que ayuda a obtener picos angostos y simétricos.

La manera mas sencilla de introducir {a muestra, es utilizando una jeringa,
donde por medio de un abrir y cerrar de valvulas manualmente, se desvia el
fijo de la fase movil mientras se aplica la muestra en la cdmara de carga y
luego se reanuda a lravés de él completandose la inyeccion.

INYECTOR AUTOMATICO

Inyecta por si solo las muestras disminuyendo el error en la medicidn del
volumen a inyectar y aumentando a precisidn de las inyecciones.

COLUMNA

En todo sistema cromatogréfico, la columna es el corazdn del sistema puesto
que en ella se lleva cabo la separacion de los componentes de la mezcla en
estudio.

Basicamente fa columna consiste en un segmento de tubo de algin material
inerte, de didmetro uniforme y capaz de resistir allas presiones. De entre todos
los materiales, e! acerc inoxidable es el mas usado.

La longitud de la columna varia entre 5 y 50 cm y estan rellenas de particulas
de didmetro muy pequefio (5-15 um). El didmetro interno de las columnas esta
generalmente comprendido entre 2 y 5 mm. Con respecto a la forma o la
geometria de la columna. por regla general, 5e prefieren las rectas.



Los materiales usados para empacar las columnas son de dos lipos,
superficialmente paraso o pelicular y tolalimente porosa.

£l adsorbente pelicular consta de parliculas esféricas generalmente vitreas, no
porasas, recubiertas de una capa muy fina de adsorbente parasa, coma gel de
sllice o alumina. El espesor de esla capa es 1/40 del didmetro total ds la
particula. Las moléculas de soluio pueden penelrar a la capa superficial pero
no al soporte solido.

£l adsorbente totalmente poroso tiene un tamaiio dé particula de 3 a 20 um y
su distribucion de tamarfio de paiticuls estd perfectamente controlada, Tiene
una amplia superficie para interaccionar con los solutos y tiene un tamano
promedio de pora de aproximadamente 8 A permitiendo que la mayoria de las
sustancias se difundan denlro de los poras. La silica gel es el material que se
usa con mayor frecuencia.

Aunque no farman parle de la columna como lal, las conecciones entre
columnas, asi como enire columha y deteclor, o el inyector, deben ser
hermétlicas y de tamafio pequeiio. En los extremos de la columna se calaca un
disco de metal o tefion poroso para evitar que el relleno de la columna se afloje
o se pierda y se produzan caldas de presidn muy grandes.

DETECTOR

Durante mucho tiempo el desarrollo de la cromalografia en fase liquida se vié
obstaculizado por falla de deteclores adecuados. El detector ideal serla aquel
que cumpliera con los siguientes requisitos : Altlamente sensible, estable, de
lectura continua y de respuesta universal.

Al considerar un detector en términos de aplicacion a un determinado
problema, deben tenerse en cuenla ciertas propiedades generales, tales como:

-Respuesta.- Puede ser universal o selectiva, segun la capacidad que tenga el
detector de trabajar con todo tipo de muestras o sola con un lipa especifico.

-Sensibilidad.- La sensibilidad de un detector se define como la relacidn entre
la sefial generada y la cantidad de muestra que produce dicha sefial.

-Ruido.- Es la variacion en la sefal del instrumentq que no es atribuida a la
muestra y que puede ser producida por fallas electrénicas, variaclones de fiujo
a temperatura, fluctuaciones en el voitaje, burbujas de aire atrapadas en el
detector, efc.
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-Linealidad.- Para utilizar la sefial generada por el delector como una medida
cuantitativa, dicha sedal debe guardar una relacion lineal con la concentracion
de la muestra, esta propiedad se conoce coma linealidad.

-El intervalo lineal de un detector se puede definir como la relacién entre las
concentraciongs maximas y minimas respecto a las cuales la respuesta del
detector as lineal.

-Estabilidad.- Un buen detector debe ser insensible a los cambios de
temperatura y a la variacidn de flujo, a la vez de ser compatible con
programaciones de fase mévil.

Actuaimente en CLAR se utilizan principaimente los delectores 6pticos. En
eslos detectores se hace pasar la corriente liquida a través de una microbureta
de pequefio volumen (aproximadamente 10 ul), la cual es atravesada por un
rayo de luz y se deteclan variaciones en la intensidad de la luz, causadas par
absorcién ullravioleta, emisidén de fluorescencia, o cambio en el indice de
refraccidn, (segun el tipo de detector utilizado), que resulta de la interaccién
con los componentes de la muestra que pasan sucesivamente a través de la
celda,

El detector més usado en CLAR es el de absorcion ultravioleta, Un detector de
aste tipo, de fongitud de onda variable, capaz de controlar desde 190 a 800
nm, resuita adecuado para la deteccion de casi todas las inuestras.

REGISTRADOR

Su funcion es representar en un registro gréfico la sefal proporcionada por el
deteclor. Generalmente se utilizan registradores potenciométricos de 1 o 10
milivoltios.

FASE MOVIL

Aunque la fase mdvil no es parte del instrumento propiamente dicho, el contro
de fa presion, el flujo y la compasicion de la misma, son muy importantes. Las
caracteristicas que debe presentar toda fase modvil para ser utilizada en
cromatografia fiquida son las siguientes:

-Disolver la muestra.

-No degradar o disolver la fase estacionaria.
-Tener baja viscosidad.

-Ser compatible con el detector utilizado.
-Tener alla pureza.
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Muchas veces, en especial con fases moviles polares, hay una marcada
tendencia del oxigeno y otras gases a disolverse en el llquido. Si estas gases
se gasifican dentro del instrumento y forman burbujas pueden afectar
seriamente el funcionamienlo del detector y la eficiencia de la columna. La
fase movil se degasifica usando vaclo o un bafio ultrasdnico.

FASE ESTACIONARIA

Al igual que en cualquier procesc cromatografico, la separacidn en
cromatografia llquida se lleva a cabo mediante interacciones entre la nuestra y
la fase estacionaria. Por consiguiente, la apropiada seleccion de esta Ultima,
representa una decisién clave en cromalografia de l{quidos.

£l tamano de partlcula es muy importante, para que la fase movil y la muestra
disuelta difundan con facilidad. En la préctica con el fin de aproximarse a la
condicidn ideal, las particulas de relleno deben de ser tan pequefias como sea
posible, para que la muestra esté en contacto con la mayor superficie posible
de lafase estacionana.

Existe, sin embargo. un limite inferior de tipo practico.

Aproximadamente por debajo de unos 3 um de didmetro, las particulas
empiezan a empaquelarse de manera tan compacta que el liquido no puede
bombearse con facilidad a lo largo de la columna. L.a mayoria de las ¢columnas
comercialmente asequibles hay en dia contienen rellenos con pariiculas cuyo
tamano promedio es de 5-15 um, en tanto que en muchos rellenos peliculares
presentan tamaios de 37-42 micras.

Esténdar Interno.-L.a sustancia utilizada como esténdar interno debe ser similar
al compuesto analizado, estar presente en concentraciones similares, tener un
tiempo de retencion cercano al del compuesto problema pero sin interferir con
él, ser inerte y no formar parle de la muestra, debe presentar un area similar al
analito,resoiverse completamente (R > 1.5).

El método de estandar interno no es sensible a los errores de inyeccion debido
a que estos errores se compensan al ulilizar relaciones de dreas y, en aiguncs
casos pueden compensarse los errores generados en la preparacion de la
muestra como son: diluciones, extraccion y derivatizacion.
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CAPITULO IV

VALIDACION

La validacidén de un método analitico puede definirse como el proceso por el cual
queda establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad
se expresa, en este caso, en términos de pardmetros analiticos.

La validacién de un método analllico depende bésicamente de la determinacién
de su Especificidad, Exactilud, Precision, Linealidad, Estabilidad de la muestra y
Tolerancia del mélodo a utilizar, asi como Precision y Linealidad del sistema.

Se consideran dos partes en la validacion

1) SISTEMA

- Precisién
- Linealidad

2) METODO

- Especificidad

- Exactitud

- Linealidad

- Precision

- Eslabilidad de la muestra

- Tolerancia

- Concentracidn minima detectable

- Concantracion minima cuantificable

4.1 EVALUACION DEL SISTEMA

PRECISION DEL SISTEMA

Es el grado de concordancia de medidas individuales de un proceso y se
determina por el andlisis sextuplicado de una misimna solucion esténdar
correspondiente al 100 % establecido en la linealidad del sistema.



CRITERIO METODO CROMATOGRAFICO
CV<15%

LINEALIDAD DEL SISTEMA

La linealidad de un sistema es la habilidad para asegurar que los resultados
obtenidos directamente o por medio de una transformacion matematica bien
definida, sean proporcionales a la concenlracion de la sustancia dentro de un
intervalo determinado.

Se determing, construyendo una curva de calibracién ( concentracion vs
respuesta medida ), utilizando cuando menos cinco diluciones preparadas a partir
de una misma solucidn patron y haciendo andlisis cuando menos por duplicado
para caqa dilucion.

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependen del propésito del
método, para control de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un farmaco
en una forma farmacéutica, deberd estar incluida la concentracion seleccionada
como el 100 %.

CRITERIOS METODO CROMATOGRAFICO.

CV <15%

r=0.99

r*~0.98
4.2 EVALUACION DEL METODO
-ESPECIFICIDAD

Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
Unicamente a la sustancia de interés y no a olros componsntes de la muestra.
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-ESPECIFICIDAD PARA METODOS DE CONTROL. DE CALIDAD
Con el mélodo propuesto
a) Analizar placebos del producto.

b) Identificar las respuestas del (l0s) activos (s), y/o de olras sustancias presentes
{ produclos de degradacion ).

CRITERIO

Confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar la sustancia de
interés sin que exisla interferencia de otras sustancias presentes.

ESPECIFICIDAD PARAMETODOS INDICADORES DE ESTABILIDAD

En caso de contar con los posibles produclos de degradacion, preparar muestras
con placebo “anadido” de éslos y la suslancia de interés, analizar con el método
propuesto.

Si no se cuenta con los productos de degradacidn, es necesario degradar la
muestra bajo diferentes condiciones. La degradadcion debe ser tal que, la
concentracion de la sustancia en estudio esté disminuida por lo menos en un 25
% conrespecto a la original

Se sugieren los siguientes métodos para degradar la sustancia; la persona que
realice el estudio deberd escoger aquel que, de acuerdo a las propiedades
fisicoquimicas del compueslo, sea el mas adecuado;

a) Colocar la sustancia de interés al placebo y muestras del lote del producto en
un horno a 70-120°C o a 20°C por debajo del punto de fusién de la sustancia de
interés durante nimero determinado de dias ( dos a cuatro semanas ).

b) Exponer la sustancia de interés, el placebo y muestras del fole del producto a
fa luz UV o a la luz fluorescente y/o a humedad.

c) Si es necesario, hacer soluciones de la sustancia de intarés ajustando el pH a
1-2 ylo a 10-12 y colocarlos a 60°C - 80°C durante dos a cugtro semanas.

d) Si se trata de formas farmacéuticas liquidas o semillquidas pueden degradarse
por oxidacion ( con peroxido de hidrégeno ) y permanecer de dos a cuatro
semanas a temperatura ambiente  y/o por hidrélisis (pH 1-2 y 10-12 ), colacando
las muestras a 60°C-80°C durante dos a cuatro semanas.
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CRITERIO:

Verificar que los produclos de degradacidn y/o sustancias relacionadas nc
interfieran con la cuantificacion de la sustancia de interés utilizando el método

desarrollado.
Ajustar las condiciones de operacién para obtener la maxima resolucion.

EXACTITUD

La exaclitud de un método analitico es {a concordancia entre un valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el porciento de
recobro oblenido del andlisis de muestras a las que se les ha adicionado
cantidades conocidas de la sustancia.

Se determina de cuando menos seis placebo cargados, de manera independiente,
con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la concentracion
del 100 %, utilizando el método propuesto. Haciendo el andlisis en las mismas
condiciones de operacién y por el mismo analista.

CRITERIO

£ porciento recuperado y el Coeficiente de variacion (CV ) deberan estar de
acuerdo con la tabla No 4.1

Tabla No 4.1 Porciento recuperado (%)y coeficiente de variacion (Cv) de los
diferentes métodos andliticos para evaluar la exactitud.

METODOS
Cromatograficos 98-102 % 2%
Titulométricos 98 - 102 % 2%
Quimicos y
Espectrofotométricos 97 -103% 3%
Microbioldgicos 95-105% 5%

Para suspensiones y semisolidos en los métodos cromatogréficos y titulométricos
se acepta una ampliacion del 1 % en el intervalo expresado en el promedio de
recobroy el CV <3 %.
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LINEALIDAD DEL METODO

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos tres diferentes
cantidades de la sustancia de interés, {placebos cargados ), cada uno de manera
independiente, haciendo los andlisis por triplicado.

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las adecuadas para
que, utilizando et método propuesto, las concentraciones de las sofuciones finales
a analizar estén dentro del intervalo de las linealidades del sistema, incluyendo
siempre la correspondiente al 100 %.

L.a amplitud del estudio depende def uso y aplicaciones del método, ( controt de
calidad, esludios de estabilidad, etc. ) y debe llevarse a cabo por un mismo
analisla en las mismas condiciones de operacion.

CRITERIO METODO CROMATOGRAFICO:

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: m=1, b=0, r? »0.98

Donde
m = Pendiente
b = Ordenada al origen

r? = Coeficiente de determinacion

Porcientos recuperados y los coeficientes de variacion (CV) a cada nivel y los
globales de todo el intervalo de la linealidad deben estar de acuerdo a la tabla No
4.1.

PRECISION DEL METODO

La precision de un método analitico es el grado de concordancia enire los
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferenies concentraciones de una muestra homogénea del
producto. Usulalmente se expresa en términos de desviacion estdndar o del
coeficiente de variacion.

La precisibn es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad det
método analitico bajo las condiciones normales de operacién,

a) REFETIBILIDAD.- Es la precision de un método analilico expresado como la
concordancia obienida entre las determinaciones independientes realizadas bajo
las mismas condiciones ( analista, tiempo, aparato, {aboratorio, elc. ).
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b) REPRODUCIBILIDAD.- Es la precisidn de un método analitico expresada
como la concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo
condiciones diferentes ( diferentes analistas, en diferentes dias, ufilizando el
mismo y/o diferentes equipos elc.).

Se determina en una muestra homogénea del producto cercana at 100 % de la
concentracion tedrica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos dlas
diferentes y por friplicado.

CRITERIO:

El coeficiente de variacion (CV) total debe cumplir con los criterios de la Tabla
42

Tabla 4.2 Coeficiente de variacion para la precisidn de los métodos analiticos.

METODOS cv
Cromatogréficos < 2%
Quimicos y Espectrofotométricos < 2%
Microbiolégicos < 5%

ESTABILIDAD DE LAMUESTRA

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificacion, de mantener su
integridad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de interés, después de
permanecer durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

Se determina medianie |a comparacidn de los resultados de analisis iniciales de
tres muestras con los obtenidos de las mismas muestras después de permanecer
por un tiempo determinado en diferentes condiciones.

Las muestras analizadas se almacenan bajo distintas condiciones ( por ejemplo .
temperatura ambiente, refrigeracidn, protegidos de luz, etc. ), durante-un tiempo
preestablecido por el analista dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de
la sustancia. Realizando los analisis bajo las mismas condiciones de operacion,
utilizando una solucidn de referencia recientemente preparada, para cada tiempo,
de acuerdo a lo establecido en 6l método analitico. La detenminacién debe ser
efectuada por un mismo analista.
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CRITERIO

La muestra es estable si el Intervalo de Confianza para la diferencia de la media
de los resultados de las muestras con respsclo a la media dst andlisis inicial
incluye el valor de cero ylo la magnitud del efecto no exceda los siguientes
porcentajes con respecto al 100 %, segun la TablaNo 4.3.

Tabla No 4.3. Criterios para el intervalo de confianza con respecto al 100 %

METODOS cv
Cromatograficos + 2%
Tritulométricos L 2%
Quimicos y Espectrofotométricos + 3%
Microbioldgicos + 5%

TOLERANCIA DEL SISTEMA

La tolerancia de un mélodo analitico es el grado de reproducibilidad yic
repetibilidad de los resultados obtenidos por el andlisis de la misma muestra bajo
candiciones normales de operacion, tales como diferentes temperaturas, lotes de
reaclivas, columnas, sistemas de elucidn y tipos de empaque ( soporte, fase
estacionaria, etc. ), condiciones ambientales, etc.
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CAPITULO _V

PARTE EXPERIMENTAL

5.1 EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS
EQUIPO

- Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién equipado con
Bomba Beckman modelo Programmable solvent module 166
Inyector manual Rheodyne 7726i
Detector Programmahle Module 166
Registrador Epson FX870

- Columna ODS ultrasphere, 5 um 4.6 mm x 25 cm.

- Agitador mecanico Multimagnestir Lab-line

- Balanza Analitica Sartorius

VATERIAL

- Microjeringa

- Equipa de filtracidn Millipore

- Membranas de filtracion Millipore Tipe Hulp 0.45
- Pipetas Volumétricas 1,2, 3,4,y 5ml

- Matraces Volumétricos 25, 50 y 100 ml.

- Matraces Erlenmeyer 50 ml.

- Embudos de filtracién

- Papeil filtro Whatman No 42

REACTIVOS

- Agua HPL.C.

- Acetonitrilo HPLC.

- Acelato de Amanio R A

- ltraconazol Patrén de Referencia Secundario
- Microgranulos de itraconazol

- Metanol HPLC.

- Ketoconazol Patron de Referencia Secundario
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FORMULA:

Cada capsula contiene 100 mg de itraconazol.

5.2 DESARROLLO DEL METODG

Se desarrolld el método para valorar itraconazol en malteria prima y en
producto terminado con las condiciones siguientes

Fase Movil
Acetato de Amonio 0.05% (20% )
Acetonitrilo (60%)
Metanol (20%)

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Detector - uv

Longitlud de onda 270 nm

Volumen de inyeccion 20 pl

Flujo: 1.5 mlimin.

Columna: 0ODS ultrasphere 5 4.6 mm x 25 cm.

Concentracion del estandar interno de referencia 1 mg/mi
Concentracion del Patron de referencia 1 mg/mi.
Concentracion de la muestra 80 pg/ml (correspondiente al 100 %).

SELECCION DEL ESTANDAR INTERNG,
Se busco el posible estandar interno inyectando musstras de ketoconazol, se

observo el tiempo de retencion, la forma del pico cromatogréfico y la
separacion entre el itraconazol y el ketoconazol, enconlrandose adecuada

para la prueba.
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PREPARACION DE LA SOLUCION DEL ESTANDAR INTERNO

Pesar exactamente alrededor de 50 mg de ketoconazol sustancia de
referencia y transferirlos a un matraz volumétrico de 50 ml, disoiver y aforar
con una mezcla de metanol-cloroformo 1:1  Esta solucién contiene
aproximadamente 1mg/m!.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE REFERENCIA

Pesar exactamente alrededor de 50 mg de itraconazo} sustancia de referencia
y transferirlos a un matraz volumétrico de 50 ml, disolver y aforar con una
mezcla de metanol-cloroformo 1:1  Esta solucién contiene aproximadamente
1 mg/ml.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE LA MUESTRA

De los micragréanulos de itraconazol pesar el equivalente a 50 mg de
itracanazol, transferirlos a un matraz valumétrico de 100 ml, adicionar 5 mi de
agua purificada y colocar en el ultrasonido por 20 minutos a una temperatura
de 37° C. Enfriar y llevar al aforo con la misma mezcla de metanol - cloroformo
1:1 . Filtrar la solucidn a través de papel filtro Whatman No 42, descartando los
primeros 10 ml del filtrado De la solucidn filtrada tomar diferentes alicuotas
para obtener concentraciones del 25, 80, 75, 100y 125 % diluyendo con fase
mavil.

53 VALIDACION DEL SISTEMA
5.3.1- LINEALIDAD DEL SISTEMA

De Ia solucidn patrdn de itraconazol se realizan diluciones para obiener
concentraciones de 20, 40. 60, 80 y 100 ug/ml, que equivalen al 26, 50, 75,
100y 125 % respectivamente.

Se analizd cada solucion por triphcado, en dos diferentes dias, a cada una de
de las soluciones se adiciond estandar interno de ketoconazol, para obtener
las condiciones antes mencionadas; la concentracion final a la que se !legd de!
estandar interno fue de 80 ug/mi
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6.3.2 - PRECISION DEL SISTEMA
- EVALUADA COMO REPETIBILIDAD

Se analiz6 por sextuplicado una solucion de ifraconazol conteniendo 100 % de
la canlidad seleccionada segun la prueba de finealidad del sistema. Se
adicion6 esténdar interno de ketoconazol a una concentracion de 80 ng/mi da
acuerdo al pracedimiento mencionado en linealidad del sistema.

5.4 VALIDACION DEL METODO
5.4.1 - ESPECIFICIDAD DEL. METODO.

Se analizé el placebo inyectandolo al cromatografo, para comprobar que
ninguno de los excipientes interfiera con el pico del compuesto de interés.

Se analizaron utilizando el mélodo propuesto

( Con adicion de esténdar interno de ketoconazol 80 jig/mt ).

a) Placebo cargado al 100 %

b) Sustancia de referencia de itraconazol

c) Placebo sin farmaco de interés

El placebu utilizado fue

COMPOSICION CANTIDAD POR CAPSULA,
Microesferas de azucar 192 mg
Hidroxipropilmetilcelulosa 150 mg
Polietilenglicol 6 000 18 mg
Cloruro de Metiteno 925 pli
Alcohol 666 it

5.4.2 LINEALIDAD DEL METODO

Se evalud analizando por triplicado placebos uargadés a los nivelss de 0. 20,
80, 100 y 120 % de la cantidad seleccionada. Se adicion6 estandar interno de

ketoconazol en una concentracion de 80 ug/mi.
Se delermind la pendiente, el intercepto y el coeficiente de determinacion.
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5.4.3 EXACTITUD DEL METODO

Se llevd a cabo analizando por sextuplicado muestras cargadas al 100 %, con
la adicion del keloconazo! como estdndar interno en una concentracidn de 80
pg/mi y delerminando e! porcentaje recuperado, asi como el coeficiente de
variacion

5.4.4 PRECISION DEL METODO
-EVALUADA COMO REPETIBILIDAD

Se determind analizando, mismo dfa, mismo analista, por sextuplicado
placebos cargados con ilraconazol a una concentracion de 80 pg/ml (100% ),
con adicidn de estandar interno de ketoconazol { 80 ug/m! ).Se calculd el
cosficiente de variacion ( CV ).

-EVALUADA COMO REPRODUCIBILIDAD

Se determind con el estudio de andlisis independientes de una misma muestra
homogénea de placebos cargados con itraconazol, (100 %), can adicion de
esténdar interno de ketoconazol (80 yg/mil), en dos dias por dos analislas con
3 réplicas por dia y el mismo equipo.

54 5 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION.
Se evalud esle parametro analizando el placebo cargado con 60 pgimi de
itraconazol, adicionando estdndar interno de ketoconazol (80 pg/mi). La

solucion correspondiente se mantuvo a temperatura ambiente y refrigeracion
en los tempos d8 24 hrs y 8 dias.
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CAPITULO_VI

RESULTADOS

ESPECIFICIDAD Y TIEMPO DE RETENCION DEL ESTANDAR INTERNO Y
DEL PRINCIPIO ACTIVO.

En la figura No 6.1 se muestra el cromatograma del eslandar interno

(keloconazotl) el cual se gjusta a nuestras condiciones, como son buena
resolucion, ademas de que el tiempo de retencion es corto.

ABSUREANC T A

—~————

o e . ICIPRR PR

-~ -

[
ALSORBANC A

Figura No 6.1. Cromatograma estandar interno ketoconazol y principio activo
itraconazol,

VALIDACION DEL SISTEMA
LINEALIDAD DEL SISTEMA

En las tablas No 6.1, 6.2,6.1.1 y 6.2.1 se muestran los resultados de linealidad
del sistema y su analisis estadistico en los intervalos de 20 - 100 pg/mi en
base a las 4reas relalivas, de los dfas 1 y 2, considerando el estandar interno
de keloconazol. Ademas se obtuvieron fas gréficas No 6.1 y 6.2 en donde se
muestra ia linealidad del sistema de fos dias 1y 2.
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Tabla No 6 .1. Resultados de linealidad de! sistema dia 1.

NIVEL
%

Qoo

100
100
100

125
125
125

CONCENT.
ng/mi

0
0
0

20
20
20

40
40
40

60
60
60

80
80
80

100
100
100

AREA RELAT.
ITRACONAZOL

0
0
0

1.648947
1.648672
1.625948

3.266893
3.246316
3.259577

4.888163
4.882578
4.816371

6457338
6.441266
6.469303

8.140747

8.016037
8.110157
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AREA RELAT.
PROM.

1.641189

3.257262

4.862371

6.455969

8.08898

0.80

0.34

0.82

0.22

0.80



Tabla No. 6.2. Resultados de 1a linealidad del sistema dia 2.

NIVEL
%

0
0
0

25
25
25

S0
50
50

76
75
75

100
100
100

125
125
125

CONCENT.
ng/ml

S oo

AREA RELAT.
ITRACONAZOL

0
0
0

1.569432
1.545496
1.540791

3.074375
3.058771
3.001562

4.489124
4.573126
4.476020

6.046707
6.121137
6.073478

7.679793

7677416
7.659271

32

AREA RELAT.
PROM.

1.548573

3.044903

4.512757

6.080441

7.672160

Cv
%

1.26

062
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Tabla No 6.1.1 Andlisis estadistico de la linealidad del sistema dia 1.

RESULTADO CRITERIO DE

ACEPTACION
COEFICIENTE DE DETERMINACION
r* 0.99 > 0.98
COEFICIENTE DE CORRELACION
r 0.98 > 0.99

Tabla No 6.2.2 Anaisis estadistico de la linealidad del sistema dia 2.

RESULTADO CRITERIQ DE

ACEPTACION
COEFICIENTE DE DETERMINACION
12 0.99 2 098
COQEFICIENTE DE CORRELACION
r 099 > 0499
PRECISION DEL SISTEMA

En las tablas No 6.3.1 y 6.3.2 se muestiran los resultados para la precisidn del
sistema y el andlisis estadistico considerando las areas relativas en un nivel de
concentracion del 100%.
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Tabla No 6.3.1. Resuitados de ia precision del sistema.
( evaluada como repetibilidad )

CONC. (pg/mi) AREAS RELATIVAS

ITRACONAZOL ITRACONAZOL
80 6.457336
80 6.441266
80 6.468303
80 6.455303
80 6.476098
80 6.424746

Tabla No 6.3.1. Andlisis estadistico de la precision del sistema ( evaluada
como repatibilidad ).
RESULTADO  CRITERIO DE
AREAS/REL  ACEPTACION

MEDIA 6.454357 ke
DESVIACION ESTANDAR (DE) 0.017536

COEFICIENTE DE VARIACION (CV) 0.3 % < 15%
VALIDACION DEL METODO

ESPECIFICIDAD DEL METODO

En la figura No 6.2 se muestra el cromatograma del placebo en el que se
comprueba que no hay ninguna respuesta, que interfiera con el pico de interés,
arriba de cero de ahsorbancia.

ARBORBAN [

1

L1608
ABSOHEANL | A

Figura 6.2. Cromatograma del placebo.



LINEALIDAD DEL METODO

Los datos de linealidad del método, obtenidos con muestras cargadas a los
niveles de 0 - 120 %, en los dlas 1 y 2 se muestran en las tablas No 6.4, 6.5,
con sus correspondientes andlisis estadisticos, 6.4.1 y 6.5.1.. Ademas so
presentan las graficas No 6.3 y 6.4 que muestran la linealidad correspondiente
delosdias 1y 2.

Tabla No 6.4 Resultados de linealidad de! método dia 1.

NIVEL.  MILIGRAMOS  MILIGRAMOS
% ADICIONADOS RECUPERADOS

0 0 0
0 0 Q
0 0 0
80 64 67.03
80 64 66.61
80 64 63.88
100 80 79.99
100 80 79.81
100 80 79.73
120 96 95.68
120 96 95.62
120 96 92,94
NIVEL PROMEDIO  PROMEDIO
% mg ADIC mg. REC.
0 0 Q
80 64 6584
100 80 79.84

120 a6 94.74
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Tabla No 6.5 Resultados de linealidad del método dia 2.

NIVEL  MILIGRAMOS  MILIGRAMOS
% ADICIONADOS RECUPERADOS

0 0 0

0 0 0

0 0 0
80 64 67.77
80 64 66.82
80 64 66.40
100 80 8493
100 80 8473
100 80 84.65
120 56 101.59
120 96 101.53
120 96 98.68

NIVEL PROMEDIO PROMEDIO

% mg. ADIC. mg. REC.

0 0 0
80 64 66.99
100 80 84.77

120 96 100.60

]



["abla No 6.4.1. Andlisis estadistico de la linealidad del método dia 1.

RESULTADO CRITERIO
ACEPTACION

COEFICIENTE DE DETERMINACION 0.98 > 0.8

Tabla N0 6.5.1. Andlisis estadistico de la linealidad del método dia 2.

RESULTADO  CRITERIO
ACEPTACION

COEFICIENTE DE DETERMINACION 0.99 > 0.98

EXACTITUD AL 100 % Y REPETIBILIDAD DEL METODO

En las tablas No 6.6 y 6.6.1 se muestran los resultados do la exactitud del
método obtenidos con muesiras adicionadas al 100% y su correspondientes
andlisis esladisticos. Los datos se ulilizan para evaluar la repetibilidad del
método.

Tabla No 6.6 . Resultados de la exactitud del método.

CANTIDAD ADICIONADA  CANTIDAD RECUPERADA  POR CIENTO

(mg) (mg) RECUPERADO
80 80.621875 101.03
80 80.801689 101.00
80 79.892032 99 87
80 79.968538 99,99
80 79.807087 99.76

80 79.723505 99.65
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LINEALIDAD DEL METODO DIA 1 Grafica No 6.3

100

wn o | w ©
o (<] C: o o
. " '

mg RECUPERADOS
g

R=099

6 ic 20 20 40 50 60 7o 80
mg. ADICIONADCS

40

y = 0.8882x

100



mg. RECUPERADOS

120

80

60 4

20

LINEALIDAD DEL METODO DIA 2 Grafica No 6.4

10

20

y = 1.0515x
=009
3C 45 50 80 7 a0 a0

mg. ADICIONADOS

100



Tabla No 6.6.1. Andlisis esladistico de la exactitud del método

RESULTADO CRITERIO DE

ACEPTACION
PROMEDIO DEL PORCIENTO RECUPERADO (X)  100.22 98 -102%
COEFICIENTE DE VARIACION (CV} 0.63 s 20%
LIMITE SUPERIOR DE CONFIANZA (LSC) 100.87
LIMITE INFERIOR DE CONFIANZA (LIC) 99.55
INTERVALO DE CONFIANZA (IC) AL 95%
PRECISION DEL METODO
REPRODUCIBILIDAD

En las tablas No 6.8 1 y 6.8.2 se muestran ios resultados de la reproducibilidad
y su correspondiente andlisis estadistico para los diferentes analistas  en
diferentes dias

Tabla No 6.8.1. Resultados de reproducibilidad.

ANALISTA
1 2
% %
DE RECOBRO DE RECNBRO

0 101.05 99.99
1 101.03 99.76
101.00 99.65
0 101.22 29.68
2 1011 99.87
100.99 100.34

Tabla No 6.8.2. Andlisis estadistico de reproducibilidad dia 1y dia 2.

DIA 1
RESULTADOS CRITERIO DE
ACEPTACION
MEDIA %  (X) 10047 %
COEFICIENTE DE VARIACION (CV) 0.64 % 5 2%

VARIANZA 0.46 ——
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DIA 2

MEDIA % (X) 10063% e
COEFICIENTE DE VARIACION (CV) 066 % < 20%
VARIANZA 044 e
F = 0.09 CALC.
P=076
ANALISTA 1
MEDIA (X) 101.06 %
COEFICIENTE DE VARIACION (CV) 0.08 % < 2%
VARIANZA 0007 e
ANALISTA 2
MEDIA (X) Lo R —
COEFICIENTE DE VARIACION (CV) 025 % < 2%
VARIANZA 006 e
F=114.27
P=86

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION

En la tabla Nn 6.10, se muestran los resultados de (a estabilidad de la muesira
a temperatura ambiente y relrigeracién, en 24 horas y 8 dias. La concenlracion
utilizada fue 60 pg/ml.

Tabla No 6.10. Resultados de la estabilidad de la musstra a 24 hrs y 8 dias,
temperatura ambiente y refrigeracion.

TIEMPO TEMPERATURA  AREA AREA.
KETOCONAZOL ITRACONAZO

INICIAL  AMBIENTE 6.25618 32.63578

24HRS  AMBIENTE 6.39306 32.60680

8 DIAS AMBIENTE 6.27950 33.27332

8 DIAS REFRIGERACION 6.03787 32.10604
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CAPITULO Vil

ANALISIS DE RESUL.TADOS

ESPECIFICIDAD Y TIEMPO OE RETENCION DEL ESTANDAR INTERNO Y
DEL PRINCIPIO ACTIVO.

La resolucion y el tiempo de retencion del ketoconazo! fue adecuado y no
interfirid con el del itraconazol.

LINFALIDAD DEL SISTEMA

De la linealidad del sistema dia 1 y 2 se obtuvieron los siguientes resuitados

Dia 1 Dla 2
Coeficiente de correlacion, r 0.99 0.99
Coeficiente de determinacion, r? 0.99 0.99

Considerando los criterios de aceptacion r* > 0.99y r > 0.98, los resuitados
cumplen con los criterios para la linealidad del sistema.

PRECISION DEL SISTEMA :
[ CV obtenido fue 0.3 %. considerando que el crilerio de aceptacion es CV
es menor del 2 %, se cumple con el criterio para la precision del sistema.

ESPECIFICIDAD DEL METODO.

No se obluvo alguna respuesta al introducir el placebo en el andlisis, con lo
que concluimos que el método propuesto es especifico.
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LINEALIDAD DEL METODO

Los resultados obtenidos en los dias 1y 2 fueron

Dia 1 PDia 2
Coeficiente de determinacion 0.99 0.99
Codficiente de correlacion r 0.99 0.99

Cansiderando que el crilerio de aceptacién es r? = 0.99, los resuitados cumplen
para linealidad del método.

EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO
Segun los resultados ohtenidos fueron
CV 063 %

Limite superior de confianza (LSC ) 10087
Limile inferior de confianza (LIC) 99.56

Ya que el coeficiente de variacion (CV) es menor del 2.0 % y el intervalo de
confianza ( IC ) pasa por el 100 % se cumple con los criterios para Ia
exactitud y repetibilidad de! método

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.

Debido a que F calculada es menor que F tedrica con respecto al dia 1 y dia
2, por el analista 1 y 2.no hay diferencia significativa, debido a ésto, ef método
analitico es reproducible en distintos dias por un mismn analista. Con
respecto a los diferenies analistas el CV s 0.16 % este es menor del 2 % por
lo tanto el método analitica es reproducible.



CAPITULO Vil

CONCLUSIONES

Se llevé a cabo la validacion del meétodo analitico de itraconazol por
cromatografia de liquidos de alta resolucién para microesferas debido a que
este método no esta incluido en la Farmacopea Nacional de los Estados
Unidos Mexicanos 6a Ed. ni en la USP 23.

El método propuesto segin los datos obtenidos de la validacion del método,
es lineal en el intervalo de concentracién de 20 a 100 ug /ml, exacto y
reproducible. Ademds, presenta la cualidad de que la realizacién del
procedimiento requiere poco tiempo, ya que el tiempo de retencidn del
itraconazol es de aproximadamente 4.3 minutos.

Las muestras listas para el analisis son estables, hasta 8 dias & temperatura
ambiente y en refrigeracion.

El metodo analitico propuesto es confiable y puede emplearse como indicador
en control de calidad para microesferas, por lo antes dicho, se cumplié con el
objelivo de este trabajo.
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CAPITULO IX

APENDICE

LINEALIDAD DEL SISTEMA
PRECISION DEL SISTEMA
CALCULOS -

a) Tabular los resultados.
Y, Y2 ,¥3 .. YN

b) Célculos preliminares.

Ly =yityz tys 4 . +yW

Iy? = gyl 4yd + by

1Y R l
L NIN-1) J

Donde

DE = Desviacion estandar
N = Numero de muestras
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a) Calculos finales.

Cosficientes de variacion :
DE

CV = oo x 100
Y

CV = Cosficiente de variacion

LINEALIDAD DEL SISTEMA

CALCULOS:
a) tabuiar los resultados en base al siguiente formato

Concentracién de la

dilucién de la

solucién patrén (x). Propiedad medida (y)
X1 yit, yi2.., ¥
X2 y2l , y22 , ya
X3 ya, ysz  yan
Xt yu ooy yin

t= nimero de diluciones.
n= numaro de replicaciones ( propiedad medida ) de cada dilucion de la solucidn
patrén,
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Para proceder a los siguientes calculos, es necesario que el numero de
replicaciones por dilucién sean equivaientes,

b) Cdlculos preliminares para coeficiente de correlacién y coeficiente de
determinacion.

Ix=n(xt+ x2+ +x)

Ly=yit+ yi2d +ym +yn +y2 . dFyn + 4 oy

LN 37 PR TS

IXt=p(xi+ X2+ 4+ x*)

I =yl oyt 4 Ayl byl yRt oyl 4 yet by

+ o 4yd

Ixy=xi (yn+ yzt ym)tx2 (yn+ yo+  tyn)+ +x

b X (yud oyt +yn)

¢) Céleulos finales para coeficiente de correlacion y coeficiente de determinacion.

'f It (Exy ) - (2x) (y))? 1,%

ntCEXE) - (EX ) nt(Zy?)-( Ty » Jl

—

[nt (Exy) (Ex)(Zy)}?

(b)) - (Ex )] Int(Zy') - (Ly )
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d) Célculos preliminares para el coeficienta de variacidn;

- Calcular para cada punto de la linealidad del sistema el siguiente factor

propiedad medida (y)
F s
conc. da fa dilucidn de la soluc. patrén (x)

y1t
Fi =

X1

y12
F12 2 mmameeaean

X1

yin
Fin = comecmeenn

X1

yu
Fu -~

AL

yt2
R

Xt

yin
Fln T ommenmeed e

Xt



- Calcular la suma de los factores, la suma de cuadrados de factores y la medida
del factor:

IF = Fio + Fiz + Fint . +Fu+ Fu+Fn

IFf= Pt + F? 4 Fo? .+ B 4 F? + Bl
- IF
|
N
donde:
N = Célculos finales para el coeficients de variacion:

F = Factor promedio para calculos de linealidad del sistema

e} Catculos finales para el coeficiente de variacion

[ N(YF)-(5F): 1%
DE=1l |

N(N-1) J
DE
CVz cmmen X 100
F
Donde
CV = Coeficiente de variacion
DE = Desviacion Estandar

F = Factor para calculos de tinealidad del sistema
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EXACTITUD
CALCULOS

a) Tabular {os resultados del porciento recuperado ( R ), con base al siguiente
formato :

Ry,R2 Ra, .., Ru
b) Célculos preliminares
IR? = R+ RA + R + R?
- IR
R -
N
T N(ERP - (R ]
|

L N (N-1) 1

¢ ) Célculos finales

Coeficiente de variacion.

CV= ( DEIF; ) 100

LINEALIDAD DEL METODO

CALCULOS:

1o Cantidad adicionada - Cantidad recuperada

a) Tabular los resultados con base al siguiente formato.

Cantidad adicionada (x) Cantidad recuperada (y)
X1 X122 .. X yiu oy, Yl
X1 X112 X 1n yu yiz . ymn

XHoXe X yu yu o yn



t = nimero de cantidades adicionadas
n = numero de replicaciones (cantidad recuperada) por cada cantidad adicionada.

Para proceder a los siguientes cdlculos, es necesario que el numero de
canlidades recuperadas (replicaciones) de cada cantidad adicicnada, sear
equivalentes.

b) Célculos preliminares:

IX=xtt +X12 ¢ +XmAX2a+X2 4+ 4xm o+, FXH X2+ X

Lyzyn+yiz ¢+ +yim+yn tyn+. tym+ +yu +tye + . +yn

IX=X24X2 ¢ 4+x24x? +XT 4+ x4+ +X?T 4x?P 4+ X2

Ly=yd 4yt dyd byl by b byed b by dYE A yn?

IXY = X1 Y1+ X12 Y12+ 4 Xtn yin £ X2t Y21 +X22 Y2+ .+ X yan X yut

X2 y2+ . +Xn Y

¢) Calculos finales:

nt(Ixy ) - (£x) (By)

m-
Nt )-(Zx )
Ly -m(Ix)
nt
Int{Exy)-(%x)(Ly)]*
= B e ke e eenemeeas

[ob (2 )-(Ex )| Int (Zy" ) -(Zy)F ]
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20 Porciento recuperado

Calcular el porciento recuperado (R) para cada cantidad recuperada, con la
siguiente ecuacion:

R = (y/x)100

a) Tabular los resultados:

Ri,R2 Ra,. ,Rn

b) Céiculos preliminares
IR =R+ R2+Ra+ +Rwn

IR* =R RA  R?, ., R

R = (ZR)/N

If N(.s:R)'-(xR)ﬂ‘ A

¢) Célculos finales
Coeficiente de variacién
CV = (DE/R) 100

PRECISION DEL METODO
CALCULOS

El siguiente procedimiento Unicamente es aplicable cuando se ulilizan dos dias,
dos analistas diferentes y tres delerminaciones,
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a) Tabular los resultados con base en ef siguiente formato

ANALISTA

...... -1 2

) yit yau

1y ya12

y113 y213
DIA-~—-eeee

y2 yan

2 yw y222

yi23 y223

B) Cdlculos preliminares
Yo E Y Ayne + ynz Fyo b2ty byae tyas tya +ym +ym

Ty2.. = yad 4 Y + Yas? + Yl 4 ya? yad +ya® +yad? + yad +ya® T yet oyt

y=y JN
INEY? ) -(y. )1 %
DE = | meemmmammsecnn |
. N(N-1) |
N = Numero total de determinaciones { en este caso espscifico )

N=12
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c) Céfculos finales -
Coeficients de variacion

CV =(DE /y) 100

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
CALCULOS:

a) Tabular los resultados con base al siguiente formato y calcular los resultados
indicados:

CONDICION / TIEMPO
INICIAL 1 2 3
y1 y4 y? yn-2
y2 y5 ys YNt
y3 y6 o yn

b) Célculos preliminares para el intervalo de confianza .

MEDIA Yo Y& Y2 Yu

VARIANZA  S¢ 82 & 8w

257 + 282
Sp? -

2(c+1)

257 + 287
sz -

2(c+1)



280 + 2S

SD? = cremrnneannesnanas
2(c+1)
c) Célculos finales para el intervalo de confianza .

Para cada condicidn x tiempo

DONDE

t* = Valor de (a t de Dunnett con ¢ comparaciones y 2 (¢ +1 ) grados de libertad y
una probabilidad acumulada de 0.975.

d) Calculos preliminares para el coeficienle de variacion para cada condicion /
tiempo/ muestra, calcular el factor ( f ) con la siguiente formula

{ analisis muestra / condicion / tiempo )
(= x 100
( analisis inicial y )

Ya
1 = ereemeeen X 100
Yi
Ys
{2 & —emenmeee X 100
Y2
Ye
[ELIp——— [0 1]
Ya
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Y1

I = cemeemee- X 100
Y1
Ys

5 = commeemne X 100
Y2
Yo

6 = —ermeemee X 100
Ya
Yo2

([ T X 100
Y1
Yna

o = soremnen X 100
Yz
Yn

fg = —omoeeen X 100
Y3

Para cada condicién / tiempo, calcular la media de! factor ( t ) con la siguiente
formula -

I} ( condicion / tiempo )

N

Donde

N = ndmero de muestras por cada condicion / tiempo

58



- Ir +la +1o

La media del factor { | ) para cada condicidn / tiempo deberd cumplir con los
criterios de la tabla IV.

Tabla IV. Criterios de la condicidnltiempo del intervalo de confianza expresado en
porciento.

METODOS VALORDE |
Cromatograficos 08 - 102 %
Tilrimétricos 98 - 102 %
Quimicos y espectrofotométricos 97 -103 %
Microbiologicos 95 - 106 %

P
BiL biuh

=

ENTR “ﬁm
LR BE L

=
-
=
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GAPITULO X

GLOSARIO
b = Qrdenada al origen o intercepto
r = Cosficiente de correlacién
r? = Coeficiente de determinacion
CV = Cosficiente de variacion
L = Sumatoria
m = Pendiente
n = Numero de replicaciones

t = Namero de ditucionss o nimero de cantidades adicionadas

y = Media aritmética

N = Numero total de delerminaciones

§*  =Varianza

DE = Desviacion esténdar

X = Dilucion o cantidad adicionada

y = Propiedad medida o cantidad recuperada

R = Porciento recuperado

R = Promedio aritmético del porciento recuperado.

t = Valor de la distribucion | de Student con una probabilidad acumulada de
0.975

t* = Valor de fa distribucion t de Dunnett con una probabilidad acumulada de
0.975

Sp* = Varianza ponderada

LSIC = Limite superior del intervalo de confianza al 85 %

LIIC = Limite inferior del intervalo de confianza al 95 %

F =Vaior de la distribucidn F de Fisher con una probabilidad acumulada 0.975
DEP = Desviacion esténdar ponderada

gl = Grados de libertad

y =y fotal

F = Factor para calculos en la Linealidad del Sistema

! = Factor para calculos en la Estabilidad de la Muestra

C - Namero de comparaciones en la prueba de t de Dunnett

Se* = Varianza error de regresion

G0



Sdm?® = Varianza de la diferencia de pendients

Sdo? = Varianza de la diferencia de ordenadas
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