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1. Introduccion

La determinacion del contenido quimico en los productos farmacéuticos es
una parte fundamental, que se realiza para mantener el control de calidad en los
procesos de fabricacion, con el fin de determinar si presentan la cantidad de
principio activo que indica en el marbete, para ello es importante contar con una
metodologia analitica cuantitativa, fundamentada en las diferencias estructurales
y propiedades quimicas de los principios activos del producto farmacéutico, para
permitir distinguir entre estos principios y determinar cual es el contenido real de
forma selectiva y precisa.

En general todos los métodos analiticos son sometidos a una evaluacién
que se denomina validacion, mediante la cual se demuestra y también se
comprueba que el método es lo suficientemente confiable y que los resultados se
encuentran dentro de las especificaciones farmacopeicas o de fabricacién en el
caso de productos nuevos.

La validacién consta de dos partes, la primera incluye una evaluacién de la
adecuabilidad, linealidad y precision del sistema, es decir, lo referente al equipo o
instrumento utilizado; mientras que la segunda parte corresponde a la linealidad,
precision, exactitud, repetibilidad, reproducibilidad, y rango del método, esto
corresponde al desarrollo del método analitico que permite cuantificar a los
principios activos con confiabilidad.

En este caso en particular se valido un método por CLAR, utilizando las
condiciones de los métodos existentes para establecer métodos de analisis de
principios activos mas eficaces y eficientes, que permitan no solo cuantificar un
principio activo, sino multiples, de manera confiable y rapida, con el menor gasto
de recursos y haciendo el mejor uso del material disponible para la optimizacion
de los recursos de investigacion.

Debido a que la demanda de métodos analiticos para cuantificar sustancias
por CLAR, va en aumento por la capacidad de este equipo para realizar multiples
ensayos en un periodo de tiempo relativamente pequefio; el mejorar los métodos
desarrollados por otros investigadores permite realizar un trabajo mas rapido en la
validacién de los mismos, y la reproducibilidad de un método en diversos

laboratorios, lo que facilita el analisis de medicamentos.

Quimico Farmacéutico Bidlogo 1
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2. Objetivos

Objetivo general

Validar un método analitico experimental por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (CLAR) evaluando los parametros estadisticos para
determinar su confiabilidad, en la cuantificacion de una solucién inyectable de

Clonixinato de Lisina (CL) y Diclofenaco Sédico (DS)

Objetivos particulares

o Investigar y seleccionar las condiciones cromatograficas de analisis,
utilizando como referencia las condiciones establecidas en diversos

articulos para cuantificar a CL, DS o ambos.

0 Determinar que el método analitico cumple con las pruebas
estadisticas (especificaciones) para métodos cromatograficos y
puede ser utilizado para cuantificar CL — DS en solucion inyectable

de manera simultanea y confiable.

o Evaluar la posible aplicabilidad del método analitico cuantificando
una muestra de CL — DS en solucion inyectable para determinar el

contenido quimico que presentan.

Quimico Farmacéutico Bidlogo 2
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3. Marco tedrico

A) Generalidades
1.- CLAR (Ventajas, usos y utilidad en la actualidad)

Las siglas CLAR son la abreviatura de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién, esta es una de las tantas variantes de cromatografia que se conocen
en el area de la quimica, en este tipo de cromatografia se usan columnas de silica
con determinadas caracteristicas (grupos funcionales, cadena, etc.), sus usos en

la actualidad estan enfocados en la bioquimica y quimica analitica.

En la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién del tipo isocratica, él o
los compuestos pasan por la columna cromatografica y atraviesan la fase
estacionaria mediante el bombeo de la fase movil a alta presion. El o los analitos
que se desean cuantificar son introducidos mediante una inyeccién en pequenas
cantidades y todos los componentes se retienen diferencialmente dependiendo de

las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria.

El grado de retencién de los componentes de la muestra depende de la
naturaleza del compuesto, de la composicion de la fase estacionaria y de la fase
movil. El tiempo que tarda un compuesto a ser eluido de la columna se denomina
tiempo de retencion y se considera una propiedad identificativa caracteristica de
un compuesto en una determinada fase movil y estacionaria. La utilizacién de
presion en este tipo de cromatografias incrementa la velocidad lineal de los
compuestos dentro la columna y reduce asi su difusion dentro de la columna

mejorando la resolucién de la cromatografia.

Los disolventes mas utilizados son el agua, el metanol y el acetonitrilo. El
agua puede contener tampones, sales, o compuestos como el &cido

trifluoroacético, que ayudan a la separacion de los compuestos.

Una mejora introducida a la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucidn, es la variacion en la composicion de la fase mévil durante el analisis,
conocida como elucion en gradiente. El gradiente separa los componentes de la
muestra como una funcion de la afinidad del compuesto por la fase mévil utilizada
respecto a la afinidad por la fase estacionaria. En esta tesis se utilizo la elucién de

tipo isocratica la cual mantienen constante la composicion de la fase movil
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durante todo el analisis de la muestra, en este caso los componentes necesitan
que la columna cromatografica llegue al equilibrio para evitar comportamientos

variados entre los cromatogramas, y obtener asi los mejores resultados posibles.

También se le denomina Cromatografia Liquida de Alta Presion, porque en
el principio del desarrollo de la cromatografia se pens6 que la presion era parte
fundamental de la separacion de las sustancias pero después se demostré que
solo mejoraba la forma de los picos, y aunque esta terminologia se considera
antigua y estad en desuso; los aparatos mas modernos de CLAR incorporan
mejoras para poder trabajar a presiones mas altas y, por lo tanto, poder utilizar
particulas de tamano mas pequefio en las columnas (< 2 micrémetros). Estos
nuevos aparatos, denominados Cromatdgrafos de liquidos de ultra resolucion o
UPLC por sus siglas en ingles pueden trabajar con valores de hasta 100 MPa de

presion (aprox. 1000 atmésferas). '® 24"

2.- Tipos de CLAR

La Cromatografia de liquidos de alta resolucién es una técnica utilizada
para separar los componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de
interacciones quimicas entre las substancias analizadas y la columna

cromatografica.
a) Cromatografia de fase normal

La cromatografia de fase normal, fue el primer tipo de sistema CLAR
utilizado en el campo de la quimica, y se caracteriza por separar los compuestos
en base a su polaridad. Esta técnica utiliza una fase estacionaria polar y una fase
movil apolar, y se utiliza cuando el compuesto de interés es polar. El compuesto
polar interacciona y es retenido por la fase estacionaria. La fuerza de adsorcion
aumenta a medida que aumenta la polaridad del compuesto y la interaccion entre
el compuesto polar y la fase estacionaria polar (en comparacion a la fase movil)

aumenta el tiempo de retencién.

La fuerza de interaccion no so6lo depende de los grupos funcionales del
compuesto de interés, sino también en factores estéricos de forma que los
isdbmeros estructurales a menudo se pueden diferenciar el uno del otro. La

utilizacién de disolventes mas polares en la fase mévil disminuye el tiempo de
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retencion de los compuestos mientras que los disolventes mas hidrofébicos

tienden a aumentar el tiempo de retencién. '® 2% 2"

b) Cromatografia de fase reversa

La Cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase reversa consiste
en una fase estacionaria apolar y una fase movil de polaridad moderada. Una de
las fases estacionarias mas comunes de este tipo de cromatografia es la silica
modificada (grupos funcionales, cadena, etc.) El tiempo de retencion es mayor
para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter

polar eluyen mas rapidamente.

El tiempo de retencion aumenta con la adicién de disolvente polar a la fase
movil y disminuye con la introduccién de disolventes mas hidrofébicos. La
cromatografia de fase reversa es tan utilizada que a menudo se lo denomina
CLAR sin ninguna especificacion adicional. La cromatografia de fase reversa se
basa en el principio de las interacciones hidrofébicas que resultan de las fuerzas
de repulsion entre un disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente
apolar, y una fase estacionaria apolar. La fuerza conductora en la union del
compuesto a la fase estacionaria es la disminucion del area del segmento apolar
del analito expuesto al disolvente. El efecto hidrofébico disminuye con la adicion
de disolvente apolar a la fase mévil. Esto modifica el coeficiente de particion de

forma que el compuesto se mueve por la columna y eluye.

Las caracteristicas del compuesto de interés juegan un papel muy
importante en la retencién. En general, un compuesto con una cadena alquil larga
se asocia con un tiempo de retencion mayor porque aumenta la hidrofobicidad de
la molécula. Aun asi, las moléculas muy grandes pueden ver reducida la
interaccion entre la superficie del compuesto y la fase estacionaria. El tiempo de
retencion aumenta con el area de superficie hidrofébica que suele ser
inversamente proporcional al tamafo del compuesto. Los compuestos ramificados
suelen eluir mas rapidamente que sus isémeros lineales puesto que la superficie

total se ve reducida.

Aparte de la hidrofobicidad de la fase movil, otras modificaciones de la fase

movil pueden afectar la retencion del compuesto; por ejemplo, la adicion de sales
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inorganicas provoca un aumento lineal en la tensién superficial, y como la
entropia de la interfase compuesto-disolvente esta controlada precisamente por la

tension superficial, la adicion de sales tiende a aumentar el tiempo de retencion.

Otra variable importante es el pH puesto que puede cambiar la
hidrofobicidad del compuesto. Por este motivo, la mayoria de métodos utilizan un
tampon como el fosfato de sodio por controlar el valor del pH. Estos tampones
controlan el pH, pero también neutralizan la carga o cualquiera resto de silica de
la fase estacionaria que haya quedado expuesta y actuan como contraiones que
neutralizan la carga del compuesto. El efecto de los tampones sobre la
cromatografia puede variar, pero en general mejoran la separacion

cromatografica.

Las columnas de fase reversa se echan a perder con menor facilidad que
las columnas de silica normales. Aun asi, muchas columnas de fase reversa
estan formadas por silica modificada con cadenas alquil y no se deben utilizar
nunca con bases en medio acuoso puesto que éstas podrian dafar el esqueleto
de silica subyacente. Las columnas se pueden utilizar en acidos en medio acuoso
pero no deberian estar expuestas demasiado tiempo al acido porque puede

corroer las partes metalicas del aparato de HPLC. 18,23, 27.

c) Cromatografia de exclusién molecular

La cromatografia de exclusion molecular, también conocida como
cromatografia por filtracion en gel, separa las particulas de la muestra en funcién
de su tamano. Generalmente se trata de una cromatografia de baja resolucion de
forma que se suele utilizar en los pasos finales del proceso de purificacion.
También es muy util para la determinacién de la estructura terciaria y la estructura

cuaternaria de las proteinas purificadas.

La cromatografia de filtracion molecular es un método de cromatografia en
columna por el cual las moléculas se separan en solucion segun su peso

molecular, o mas precisamente, segun su radio de Stokes.

En esta cromatografia, la fase estacionaria consiste en largos polimeros
entrecruzados que forman una red tridimensional porosa. Para fines practicos, las

columnas se empaquetan con pequefias particulas esferoidales formadas por
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esos polimeros entrecruzados. En consecuencia, estas particulas son porosas, y
el tamano de los poros es tal que algunas moléculas (las demasiado grandes) no
podran ingresar a esos poros, en tanto que otras (las suficientemente pequenas)
podran pasar liboremente. Los poros quedan conectados formando una malla o
red, lo cual determina una serie de caminos a ser recorridos por las moléculas

que acceden al interior de esta. '®

d) Cromatografia de intercambio i6nico

En la cromatografia de intercambio ionico, la retencion se basa en la
atraccion electrostatica entre los iones en solucion y las cargas inmovilizadas a la
fase estacionaria. Los iones de la misma carga son excluidos mientras que los de
carga opuesta son retenidos por la columna. Algunos tipos de intercambiadores

idnicos son:
1. Resinas de poliestireno,
2. Intercambiadores idnicos de celulosa y dextranos (geles)
3. Silica porosa o vidrio de tamafo de poro controlado.

En general los intercambiadores i6nicos favorecen la unién de iones que
presentan radio pequefo. Un incremento en la concentracion del contraion
(respeto a los grupos funcionales de la resina) reduce el tiempo de retencion. Un
incremento en el pH reduce el tiempo de retencion en las cromatografias de
intercambio catidonico mientras que una disminucion del pH reduce el tiempo de

retencion en las cromatografias de intercambio anionico. '® 2% %"

e) Cromatografia basada en bioafinidad

Este tipo de cromatografia se basa en la capacidad de las sustancias
bioldgicamente activas de formar complejos estables, especificos y reversibles. La
formacion de estos complejos implica la participacion de fuerzas moleculares
como las interacciones de Van der Waals, interacciones electrostaticas,
interacciones dipolo-dipolo, interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno

entre las particulas de la muestra y la fase estacionaria. ' %
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3.- Parametros a considerar en CLAR

e Diametro interno

El diametro interno de una columna de CLAR es un aspecto critico que
determina la cantidad de muestra que se puede cargar a la columna y también
influye en su sensibilidad. Las columnas de diametro interno mas grande (>10
mcm) se utilizan normalmente en la purificacion de compuestos para su utilizacion
posterior. En cambio, las columnas de diametro interno menor (4-5 mcm) se
utilizan en el analisis cuantitativo de las muestras, y se caracterizan por el
aumento de la sensibilidad y la minimizacion del consumo de disolventes que
conllevan. Estas columnas se suelen denominar columnas de rango analitico y

normalmente estan asociadas a un detector UV-VIS. %’
e Tamano de las particulas

La mayoria de HPLC tradicionales se realizan con una fase estacionaria
unida al exterior de particulas esféricas de silica. Estas particulas pueden tener

diferentes medidas, siendo las de 5 ym de diametro las mas utilizadas.

Particulas mas pequefias ofrecen una mayor superficie y una mejor
separacion, pero la presidon que se requiere por obtener una velocidad lineal
Optima aumenta de forma inversamente proporcional al cubo del diametro de la
particula. Esto significa que disminuir la medida de las particulas a la mitad,
aumentaria la resolucion de la columna, pero a la vez, aumentaria la presion

necesaria en un factor de ocho.?’
e Tamano de poro

Muchas fases estacionarias son porosas para proporcionar una mayor
superficie. Los poros pequefos proporcionan una mayor superficie mientras que
los poros de mayor medida proporcionan una cinética mejor, especialmente para
los compuestos de tamaino mas grande; por ejemplo, una proteina que sea
ligeramente mas pequefia que el tamano de los poros puede entrar, pero

dificilmente saldra con facilidad.?’
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e Presiéon de la bomba

La presién de las bombas es variable segun el modelo y fabricante, pero su
rendimiento se mide en su habilidad para generar un flujo constante y
reproducible. La presion puede lograr valores de hasta 40 MPa (o unas 400

atmdsferas).?’

4.- Clonixinato de Lisina %723
)
| ™ OH 0l

=
T
X

C

Férmula Molecular C13H11C|N202'C6H14N202 Peso Molecular 408.88

CAS Numero de Registro 55837-30-4

Formas comerciales existentes de Clonixinato de Lisina %2

DORIXINA FORTE Inyectable

Cada ml de SOLUCION INYECTABLE contiene:

Clonixinato de Lisina.............ccceeveeeeeeen. 50 mg

Vehiculo, C.D.P..ceceiice, 2ml.
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FIRAC Inyectable

Cada ml de SOLUCION INYECTABLE contiene:

Clonixinato de Lisina .................... 100 mg 200 mg

Vehiculo c.b.p. .coooviiii 2ml 4 ml

5.- Diclofenaco sédico > 2% %

HO 0

Formula Molecular Cq4H11CIoNO, Peso Molecular

CAS Numero de registro 15307-86-5

Punto de fusion 283-285 °C
Prediccion Log P 4.98
pKa / Punto isoeléctrico 4.15

Quimico Farmacéutico Bidlogo
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Formas comerciales existentes de Diclofenaco Sédico

ARTRENAC Inyectable

Cada ml de SOLUCION INYECTABLE contiene:

Diclofenaco sodico........cccccceeeeeeeeen.e. 75 mg
Vehiculo, c.b.p. .coooveiin.3ml
ATALAK Inyectable

Cada ml de SOLUCION INYECTABLE contiene:

Diclofenaco sodico.........cccceeeeeeeeenn.e. 75 mg
Vehiculo, c.b.p. cocoiieii 3 ml.
DICLAC Inyectable

Cada ml de SOLUCION INYECTABLE contiene:
Diclofenaco sodico..............c........ 75 mg

Agua inyectable, c.b.p. .................. 3 ml.

Estos son los productos que comercialmente se encuentran disponibles,

por este motivo es que se genero una formulacion que contenga CL — DS, para

potenciar el efecto por accion de sinergia o aumentar su capacidad de accion por

sitio multiple de acciéon generando en el paciente una mayor respuesta de los

farmacos ya mencionados contra el dolor.

Debido a que la mezcla de CL — DS es nueva, es necesario generar una

técnica analitica para cuantificar y este trabajo sirve para ese fin, y es de gran

utilidad para la cuantificaciéon de contenido quimico, por tal motivo fue necesario

seleccionar las condiciones de los articulos encontrados a fin de establecer cuales

eran la mas viables dependiendo de los recursos que se requerian y los que se

tenian.
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B) Importancia de la validacion de los métodos analiticos

1) Validacién %222 %7

a) Verificacion y Validacién

La verificacion y la validacion es el proceso de comprobar que un método
cumple con las especificaciones y con el propésito para lo que fue creado; este es
un componente critico de control de calidad bajo la norma ISO 9000.

La Verificacion es un proceso de calidad que es usado para evaluar si un
producto o servicio cumple con la regulacidon, especificacion o condiciones
impuestas al comenzar a desarrollar. La verificacion puede ser en el desarrollo, en
el escalamiento o en el proceso de produccién, esto es a menudo un proceso

interno.

La validacién se define como la evidencia documentada que provee un
alto grado de seguridad de que un proceso especifico o un equipo produciran en
forma homogénea y reproducible un producto que cumplird con especificaciones
predeterminadas y sus atributos de calidad. Esto a menudo involucra la

aceptaciéon o conveniencia del cliente.
La validacion de un equipo o proceso asegura que:

e El resultado del mismo es reproducible, cumple con el uso propuesto y esta
normalizado
e El resultado es comparable al de otro equipo o proceso similar validado

e El mantenimiento de las propiedades de un proceso, producto o equipo

Las principales razones para validar son, para cumplir con los principios

basicos del Control de Procesos

e La calidad, inocuidad y eficacia se construyen en el producto
e La calidad no se puede ensayar o inspeccionar en el producto final
e (Cada paso de un proceso se debe controlar para alcanzar los

requerimientos de calidad
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El disefio de proceso es esencial porque la calidad del producto se disefia

en el proceso de produccion y la validacién al final demuestra que:

e La calidad final del producto es inherente al proceso
e Cada etapa del proceso se disefa y controla para tener la maxima

seguridad que el producto cumple con las especificaciones

Por otra parte el control de calidad por si mismo no otorga seguridad de la
calidad del producto, ya que todo plan de muestreo pueden no detectar algun

porcentaje de producto no conforme.

b) Categorias y aspectos de la validacion

Trabajar en una validacién puede ser generalmente categorizado como sigue:

> La validacion prospectiva 2% 2" 27

La validacion prospectiva, es asegurar que los nuevos métodos analiticos
estén listos para evaluar o analizar, sustancias de interés con propiedades

farmacoldgicas y establecer previamente los estandares de seguridad y calidad.

Es la que se realiza sobre un proceso antes de que sea implementado
¢ Para la fabricacion de nuevos productos

e Cuando hay cambios fundamentales en un proceso

Es la que comunmente se elige porque regularmente asegura el éxito del
proceso antes de su implementacion y se pueden elegir y controlar las variables a

ensayar en el proceso

La validacion prospectiva deberia incluir lo siguiente:

e Breve descripciéon del proceso

e Resumen de las fases criticas del proceso de fabricacion que se van a
investigar

e Listado de los equipos o instalaciones que se van a utilizar junto con su

estado de calificacion
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e Especificaciones del producto terminado para su aprobacion

e Listado de métodos analiticos, segun corresponda

e Propuesta de controles durante el proceso, junto con sus criterios de
aceptacion

e Ensayos adicionales, junto con sus criterios de aceptaciéon y la
validacién analitica

e Plan de muestreo

e Meétodos de registro y evaluacion de los resultados

e Funciones y responsabilidades;

e Calendario propuesto.

e Mediante el proceso asi definido, incluidos los componentes
especificados, se debe elaborar una serie de lotes del producto final en
condiciones de rutina.

e En teoria, el numero de repeticiones del proceso y de las observaciones
realizadas debera bastar para que se pueda establecer el margen
normal de variacion y las tendencias para facilitar datos suficientes para
su evaluacion.

e Se considera como validacion aceptable para el proceso no menos de
tres lotes o repeticiones consecutivas que cumplan con los parametros
especificados.

e Los lotes realizados para la validacion del proceso deben ser del mismo
tamano que los lotes previstos a escala operacional.

> La validacion retrospectiva ** 2"’

Es un proceso en el que los métodos analitico ya estdn en uso, esta
validacion se basa en mejorar nuevamente las especificaciones o las expectativas
del método, optimizandolo para su mejor desempefo; basados en toda la
informacion documental historica disponible para este método analitico. En caso
que datos criticos se pierdan, no puedan ser procesados o solo puedan ser

procesados parcialmente. La prueba es considera necesaria si:
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e La validacion prospectiva se anulo, es inadecuada o fallo.
e Los cambios en la regulacion gubernamental o los estandares de calidad
afectan al producto que fue liberado o recién salio al mercado.

e Se quiere restablecer producto fuera de uso.

La validacion retrospectiva solo aplica en los siguientes casos:

e Solamente es aceptable para procesos ya establecidos y sera inadecuada
cuando se han producido cambios recientes en Ila composicion del
producto, en los procedimientos de fabricacion o en el equipamiento.

e Los datos empleados para esta validacion se deben extraer, entre otras
fuentes, de los archivos de elaboracién y acondicionamiento de lotes,
diagramas de control de proceso, cuadernos de mantenimiento, registros
de cambios de personal, estudios de adecuacion de proceso, datos sobre
productos terminados

e Los lotes seleccionados para la validacion retrospectiva deben ser
representativos de todos los lotes fabricados durante el periodo de revision,
incluidos los que no cumplan las especificaciones, y su numero sera
suficiente para demostrar la consistencia del proceso.

> Validacién concurrente 2% 2

Este tipo de validacién es la que se realiza durante la produccién normal y
por esto es efectiva solo si el desarrollo del proceso permite asegurar su
comprension total para la ejecucion y para esto se deben monitorear tan
profundamente como sea posible los tres primeros lotes de produccion. Este tipo
de validacion es llevada a cabo durante el proceso de produccion, analisis de
producto, etc.; un ejemplo de esta validacion puede ser al procesar o analizar

muestras por duplicado, o un analisis simple con multiples testigos.
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Estd basada en la revision histérica de los registros como evidencia

documental de la validacion

e Para procesos / productos ya en uso o disponibles antes de requerir la
validacién

e Para asegurar la calidad de un procesos / producto

> Validacion cruzada "1 17 18

Esta validacion también es llamada estimacién rotacional, se trata de una
practica estadistica, en la que se distribuye una muestra de datos dentro de
subcategorias cuyo analisis es ejecutado sobre una sola categoria, mientras que
las otras subcategorias son retenidas para su subsecuente uso en la confirmacion

y validacion del analisis inicial de datos.

La categoria inicial es llamada categoria base; y el resto es llamada
categorias de validacion. Esto es importante para defender la propuesta contra las
hipotesis sugeridas por los datos, especialmente cuando las muestras directas

son peligrosas, costosa o imposible de colectar.

Es la comparacion de los parametros de validacion cuando dos o mas
meétodos bioanaliticos reutilizan para generar los datos y estos datos pueden
proceder de diferentes estudios. Un ejemplo de esto es que un método analitico
que se utiliza sirve también como referencia para comparar en respuesta otro

método analitico desarrollado o modificado.

Los tipos mas comunes de validacion cruzada:

e Validacién Holdout (alargada o estirada)

¢ Repeated random sub-sampling validation
e K-fold cross-validation

e |eave-one-out cross-validation
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> Validacion total ' 12

Es importante cuando se desarrolla o implementa un método analitico o

bioanalitico por primera vez, en un laboratorio.

También es importante realizar una validacién total cuando se tiene como
objeto un nuevo analito o la combinacion de analitos en el desarrollo de una

nueva formulacion o forma farmacéutica.

Una validacion completa es necesaria para demostrar que el método de
determinado ensayo, sirve aun incluyendo los metabolitos existentes del analito

en cuestion y puede cuantificarlos.

> Validacion Parcial " '* %

Es usada menudo para buscar y recopilar informacion de estudios piloto si
el tiempo es una limitante. En este caso solo las partes mas importantes de una
validacidn son examinadas o evaluadas. Y desde un punto de vista de la quimica
analitica solo se analiza la selectividad, exactitud, repetibilidad, linealidad y el
rango. La validacién parcial abarca desde la evaluacidon de un pequefio rango de
muestras hasta casi una validacion completa, esto depende de las necesidades

del laboratorio.

Un cambio en la metodologia analitica cae dentro de esta categoria cuando

incluye alguno de estos cambios pero no la limitan:
e Cuando el método va a ser transferido entre laboratorios
e Cambio en la metodologia analitica
e Cambios en la matriz de la especie de animal con el que se trabaja
e Cambio en el proceso de muestras de analisis
e Cambios relevantes en el rango de concentracion
e Cambios en el instrumento o plataforma del software de analisis

e Demostracion selectiva de un analito en presencia de metabolitos

especificos
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> Revalidacion ' %°

Los métodos analiticos requieren validacion sin embargo en determinados
condiciones los métodos pueden desarrollar cambios. La revalidacién de un
método analitico puede llevarse a cado si cumple con las siguientes

circunstancias:

e Un método existente en modificado para darle determinados
requerimientos especiales.

e Cambios en la ruta de sintesis del principio activo que constituye la
formulacién, que puede generar distinta carga de impurezas

e Cambios en la composicidon de la formulacion del producto.

e Los protocolos deben establecer cuando se necesitara realizar la
revalidacion del sistema o de un proceso.

e La revalidacion esta vinculada al control de procesos y el control de

cambios

También conocida como validacion local o validacion periddica, es llevada
de forma separada y se le realiza a los productos que fueron retirados,
reformulados o después del periodo de caducidad. Ejemplos de esta categoria
son la rectificacion de una balanza analitica después de su fecha de ajuste o al

ser reubicada, y necesita una revalidacion profesional.

Los cambios son inevitables y siempre acabaran por aparecer, pero lo
primordial es mantener las condiciones por eso se deben identificar las fuentes y
mantener procedimientos adecuados para su control. La revalidacion deberia ser
para mejorar y asegurar que el método analitico mantiene sus caracteristicas. El
grado de revalidacién depende de la naturaleza del cambio, por ejemplo una
nueva forma farmacéutica con mayor dureza requiere una validacién en términos
del recobro y la linealidad, mientras que una nueva formulacion requiere una

revalidacion de la especificidad, el recobro, etc.

“‘EL DESAFIO ES MANTENER EL PROCESO VALIDADO”
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Un cambio es cualquier modificacion voluntariamente introducida que

afecta los procedimientos, equipos, instalaciones, métodos de control, materiales,

la cual debe estar amparada y ademas tener un procedimiento de control de

cambios; ya que si no se establecen procedimientos adecuados para el control de

cambios, los mismos pueden provocar la pérdida de control de los procesos, los

equipos y por lo tanto la razon de ser de su validacion

FUENTES DE CAMBIOS

I) Proveedores

o Equipos

. Componentes

) Materias primas
o Reactivos

II) Medio ambiente

o Ubicacion

o Temperatura, humedad
[II) Equipos

o Ajustes. Reparaciones

o Modificaciones
V) Personal

o Falta de entrenamiento

o Cambios en los PNO sin evaluacion
V) Calidad

o Cambios en el sistema

o Modificaciones en los PNO
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Este proceso de revalidacion es necesario cuando existen cambio en:

e Envase / Empaque

e Equipos

¢ Procesos / Procedimientos
e Caracteristicas del producto

2) Ventajas y usos de la validacién 22"

Como se ha revisado la industria del sector farmaceéutico requiere de
multiples documentos que demuestren que cumplen con las especificaciones de
calidad que necesita el cliente, por esto la validacion de los procesos es esencial

para cumplir las normas BPF.

La validacion de sistemas permite garantizar en gran medida que un
proceso especifico generara siempre un producto que se ajuste a

especificaciones predeterminadas.
Ventajas de la validacion:
“La Validacion es garantia de tranquilidad”

Ademas de documentar las funciones operativas habituales, se pueden

establecer alertas en los sistemas, para cumplir la norma BPF.

La Validacién ahorra tiempo y dinero. Porque permite a los profesionales
en el sector farmacéutico estar capacitados para comprender las necesidades del

producto y para identificar las posibles soluciones

Ejecucion de la Validacion

Gracias a una documentacion completa y detallada, la validacion se puede
realizar en el propio laboratorio o transferirlo, con el fin de llevar a cabo el proceso
de produccion y evitar asi gastos de transporte o tener que realizar nuevas

exigencias normativas.
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C) Comparacion entre métodos analiticos para determinar CL y DS.

En la busqueda bibliografica realizada se procedio a seleccionar cuales podrian ser las mejores condiciones de trabajo para

determinar el CL - DS, las condiciones encontradas de muestran en la tabla 1a y 1b, la fase mévil mas comun era el metanol y una

solucion bufer, la longitud de onda para determinar los analitos deberia ser cercana al 280, y los volumenes de inyeccion entre 10 y

30 uL; y las proporciones de metanol deberian ser mayores que las del bufer, cuando menos en una proporcion (3:2).

1) Condiciones cromatograficas

Tabla 1a: Condiciones cromatograficas experimentales encontradas en la revisién de articulos.

Condiciones Medidas de Volumen de
para Columna columna Deteccion Fase Movil Proporcion Flujo inyeccion
(mm) (nm) (viv) (mL/min) (ML)
300 x4.0, Metanol — bufer
cL’® RPC-18, Spherisorb  tamafo de part 5 287 NaH,PO4 55:45 0.8 ND
oDSs pm 50 mM pH 4.48
250x 4.0,
cL* C18 ODS tamafio de part 5 280 Metanol — Bufer de 70: 30 0.8 30
um fosfatos 0. 064 M pH
6.5
300 x4.0, Metanol — Bufer
cL" RPC-18, Spherisorb  tamafio de part 5 287 NaH,PO; 50 mM pH 55: 45 0.8 ND
ODS2 um 4.48
200 x 4.6,
CcL* Spherisorb C18 RPC  tamario de part 5 252 Acetonitrilo — Bufer 70: 30 ND 100
(Teknokroma) um NaH,PO4 pH 3.3
100 x 8.0, Metanol — Solucion
cL® Cartucho Radialpak  tamario de part 5 254 0.02 M de K,HPO,4 pH 60 : 40 2 10
p-Bondapak C 18 Mm 6.0
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Tabla 1b: Condiciones cromatograficas experimentales encontradas en la revision bibliografica realizada.

Medidas de Volumen de
Condiciones Columna columna Deteccion Fase Movil Proporcion Flujo inyeccion
para (mm) (nm) (viv) (mL/min) (pL)
250 x 4.6,
cL? Hypersil C18 tamafo de part 5 280 Metanol — Bufer fosfatos 60 : 40 1.0 30
pum 0.064 M
pH 6.5
LiChrosorb 50 x 3.9
Ds?® RP18 — (Merck) 280 Acetonitrilo — Agua 65:35 0.7 20
Nova-Pak® 150 % 3,9
C18 — (Waters).
150 x 4.6, Metanol — Bufer NaH,PO,
DS Two Kromasil tamafode part 5 275y 282 (1.4 g/L) y Acido Fosforico 58 :42 1.0 ND
C8KR100 pm (1.6 g/l) [50 : 50] pH = 2.50
250 x 4.6, Acetonitrilo — Trietanolamina
Ds'® Kromasil C18 tamano de part 5 282 al 0.02% en Bufer NaH,PO,4 75:25 1.0 100
pum 0.02M pH 7.0
250 x 4.6, Acetonitrilo — Bufer
ps* Hypersil BDS C18 tamafio de part 5 230 NaH,PO, pH 3.0 28:72 1.0 50
um (6.81 gll)
250 x 4.0
CL - DS® Nucleosil-100 tamano de part 5 290 Acetonitrilo — Metanol — 28 : 36 : 36 1.0 20
gm Acido acético al 0.3 %
Spherisorb S5
CL - DS® ODS1 (Waters) 250 x 4.6, 230 Acetonitrilo — Bufer 70:30 1.2 20
Precolumn 20 uym NaH,PO4
(Supelco Inc.) al 0.02 M
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4. Desarrollo experimental

A) Cuadro metodoldgico

Planteamiento del
tema de tesis

Condiciones cromatogréficas
Propiedades de los analitos

Planteamiento del
método v el ensayo
( Especificidad )

Busqueda
Biblioarafica

Protocolo de
validacion

LEDEFAR

( Sistema )

( Método )

Adecuabilidad

)
)
)

Linealidad

Precisiéon

LA A
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B) Materiales y métodos

REACTIVOS:
4 Agua purificada Milli-Q Waters® Systems
v Metanol HPLC Marca Mallinckroft®
v Acetonitrilo HPLC Marca Mallinckroft®
v Bufer fosfatos 0.0064 M pH 7.0
» Fosfato de sodio dibasico J.T. Baker
» Fosfato de sodio monobasico J.T. Baker
v Clonixinato de Lisina (Farmacéuticos RAYERE)
v Diclofenaco Sédico (Farmacéuticos RAYERE)

EQUIPO UTILIZADO
v Balanza analitica Mettler Toledo modelo HR73
v pH-metro Mettler — Toledo Seven multi
v Purificador de agua Millipore (Milli Q)
4 Cromatografo Waters:
Waters TM 600 Controller
Software Empower
Waters TM 996 Photodiode Array Detector
Waters TM 717plus Autosampler

C) Condiciones cromatograficas

Tabla 2: Condiciones experimentales de trabajo para la validacion del método

analitico.
Columna: Symmetry C18, 3.5 um, 4.6 x 75 mm
Fase movil: Metanol : Bufer fosfatos 0.0064 M (60 : 40)
Flujo: 0.7 mL / min
Volumen de inyeccion: 30 yL
Deteccion: 281.9 nm
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Estas condiciones se seleccionaron por ser las mas comunes en la revision
de los articulos, se modifico la cantidad de fosfatos porque esta generaba una
saturacion en el interior de la columna y por ende aumento en la presién del
equipo cromatografico, la concentracion del bufer se diminuyo 10 veces, pero aun
asi mantuvo el pH y facilito el proceso de inyecciones continuas en el equipo; asi
como su limpieza y mantenimiento para todas las pruebas necesarias de la

validacion.

D) Procedimientos

I) Preparacion de Bufer de fosfatos 0.0064 M pH 7.00

1. Revisar que todo el material a utilizar este completamente limpio y seco.

2. Verificar que el almacén de reactivos cuente con las siguientes sales:

e NaH;PO4 — H,0 (Fosfato dibasico de sodio) ............. 883 mg

e NayHPO, - 7 H,0 (Fosfato monobasico de sodio)...... 1714.0 mg

3. Pesar lo mas exacto posible en la balanza analitica 883 mg fosfato dibasico
de sodio.

4. Verter esta sal en un matraz aforado de 1000 mL.

5. Pesar lo mas exacto posible en la balanza analitica 1714.0 mg fosfato
monobasico de sodio

6. Verter en el mismo matraz aforado de 1000 mL que la sal anterior.

7. Adicionar agua purificada por las paredes hasta arrastrar todas las sales.

8. Agitar vigorosamente el matraz, hasta disolver totalmente las sales (si es
necesario agregar mas agua purificada aprox. hasta 900 mL).

9. Tomar una muestra y medir el pH para el registro. Ajustar el pH con Ac.
Foésforico 0.1 N o Hidréxido de sodio 0.02 N (valor de pH aceptado 6.95 -
7.05).

10.Llevar a la marca de aforo con agua purificada.

11.Llevar a filtrar con el embudo para el HPLC, colectar en el matraz Kitasato.
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12.Verter el contenido del matraz Kitasato en un reservorio para HPLC limpio

y seco, previamente etiquetado.

Il) Procedimiento para la preparacion de STD de CL - DS

Relacion de los activos 5 : 1; concentraciones propuestas 12.5 ug / mL de CL y

2.5 ug / mL de DS.

Pesar lo mas exacto posible, 52.1 mg de CL en la balanza analitica.
Pesar lo mas exacto posible, 10.4 mg de DS en la balanza analitica.

Verter los activos pesados en un matraz aforado de 250 mL.

> wDbh -

Adicionar aprox. 100 mL de agua purificada por las paredes el matraz,

agitar hasta disolver los activos.

5. Llevar a la marca de aforo con agua purificada (Milli Q plus).

6. Tomar de la solucién anterior, 6 mL con una pipeta volumétrica y transferir
a un matraz aforado de 100 mL.

7. Llevar a la marca de aforo con agua purificada.

8. Tomar de la solucién anterior aproximadamente 5 mL con una jeringa
(limpia y seca).

9. Colocar en el microfiltro una membrana para filtracion de 0.45 um, cerrarlo
y colocarlo en la jeringa.

10.Desechar las primeras 10 gotas del filtrado.

11.Llenar el vial de HPLC previamente etiquetado con la solucion filtrada.

12.Colocarlo en la charola el auto-muestreador del HPLC respetando el orden.

Para la realizacion de la prueba de especificidad

Para la determinacion de la especificidad lo mas conveniente es preparar un
blanco, un placebo, un estandar al 100% y una muestra con el equivalente al
contenido quimico que indica el marbete; la preparacion del placebo, es realizada
por el encargado en el desarrollo de la formulaciéon nueva de CL — DS para los
farmacéuticos RAYERE, y también nos da una muestra del producto terminado

para correr el analisis de especificidad.
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lll) Procedimiento descriptivo del ensayo por HPLC de una solucion
inyectable de CL — DS.

1.
2.
3.

Revisar que todo el material a utilizar este completamente limpio y seco.
Tomar una muestra representativa del lote de produccion del inyectable.

Verificar que las ampolletas a examinar contienen las siguientes

cantidades:
o Clonixinato de lisina...............c...ueeee. 125 mg
o Diclofenaco sodico..........cccceeeeeeenn.n. 25 mg
o Excipientes c.b.p ..o 3 mL

Romper 5 ampolletas tomadas al azar y verter el contenido en un vaso de

precipitados de 25 mL.

5. Agitar levemente el vaso para dar homogeneidad.

6. Tomar de esta solucion, 3 mL con una pipeta volumétrica y transferir a un

9.

matraz aforado de 200 mL.

Llevar a la marca de aforo con agua purificada; (conc. aprox. 625 ug / mL
de CLy 125 ug/ mL de DS). Solucién A

Tomar 2 mL de la sol. A con una pipeta volumétrica y transferir a un
matraz aforado de 100 mL. Llevar a la marca de aforo con agua purificada;
(conc. aprox. 12.50 ug / mL de CL y 2.50 ug / mL de DS). Solucién B

Tomar de la sol. B aproximadamente 5 mL con una jeringa (limpia y seca).

10.Colocar en el microfiltro una membrana para filtracion de 0.45 um, cerrarlo

y colocarlo en la jeringa.

11.Desechar las primeras 10 gotas del filtrado.

12.Llenar el vial de HPLC (aprox. 2 mL) previamente etiquetado con la

solucion filtrada.

13.Colocarlo en la charola el auto-muestreador del HPLC respetando el orden.

El tratamiento para la muestra placebo es igual al procedimiento anterior

desde el paso 4, para esto la muestra se toma de los viales placebo que fueron

proporcionados por el formulador encargado del inyectable.
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IV) Respuesta

i ) Formula para calcular el contenido quimico de Clonixinato de Lisina:

100 mL y 200 mL 1mg

0.9814 (X) - 0.1052 x
2mL 3mL 1000 g

[CL Iny]

X es igual al area obtenida en la muestra de Clonixinato de Lisina
[CL Iny] = mg / mL de Clonixinato de Lisina por ampolleta.

i) Formula para calcular el contenido quimico de Diclofenaco Sodico:

0.9981(X)— 00034 x 00mL o 200mb - Img _ rpe
2 mL 3mL 1000 1 g

X es igual al area obtenida en la muestra de Diclofenaco Sodico

[DS Iny] = mg / mL de Diclofenaco Soédico por ampolleta.
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5.- Resultados y discusion

A) Determinacién de las condiciones de trabajo

En el presente trabajo se realizé una intensa busqueda bibliografica sobre
las condiciones experimentales de muchos investigadores acerca de los dos
analitos de interés en esta tesis, los cuales son el Clonixinato de Lisina y el
Diclofenaco Sdédico; y como se puede ver en la tabla no.1a y 1b los métodos que
se han desarrollado en diversos laboratorios muestran que las condiciones
pueden variar, pero existen algunas caracteristicas que se pueden tomar como
base, para aplicar el método analitico desarrollado por otros laboratorios, pero

realizando modificaciones para mejorar y adaptar el método.

Como ya se menciona anteriormente para seleccionar las condiciones de
trabajé se revisaron varios articulos y se tomo la decisién de trabajar con la fase
movil de Metanol - bufer de fosfatos 0.0064 M pH = 7 (60 : 40) con un flujo de 0.7
mL / min. basados en que no en todos los articulos se mostraban con claridad los
cromatogramas y en los aquellos que si mostraban que bajo estas condiciones la
respuesta del pico cromatografico era buena y también en que el metanol es uno
de los solventes mas utilizados en la mayoria de los articulos revisados, mientras
que el bufer de fosfatos se utilizo por su capacidad para mantener el pH durante
el ensayo, y se cambio su concentracion 0.0064 M para evitar problemas de
aumento de presién por la acumulacién de sales dentro de la columna y el
sistema de tuberias, por otra parte la columna con la que se trabajé fue una
Symmetry C18, 4.6 x 7.5 mm , y aunque los articulos trabajaban con columnas
mas largas, el tener una columna mas pequefia nos permitia un analisis mas
rapido; mientras que para la eleccién de longitud de onda de trabaj6 lo que se
hizo fue un barrido de los dos analitos de interés y se selecciono la longitud de
281.9 nm, que nos permitia analizar y cuantificar los picos cromatograficos que
resultaban del ensayo; y para el volumen de inyeccidn se inyectaron diferentes

volumenes para observar su absorbancia y elegir, en este caso fue de 30 uL. (Ver
fig. 1).
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Cromatogramac de CL - D&

|
.l
E ||||
15 I
b
] |I||I | |
- [ |
" LY
| | | .
. W3 L] Y
-2 Lo TE
1 A ]Il.ll{h i — s e
] ——=_ e .-E-. .t"‘f_&"- =
e = 7 -
TTTT T TTTT [T T T T TTTIT [T T TT (T T T T[T T IT I T T T T[T T I T I T IT T T T T I T T TT]
' 50 Em 40 Bgp &0 TO6 &S0 ®O0 g 1umd  iEGD
Min.las

Figura 1: Evaluacion de la respuesta obtenida en relacion con el volumen de

inyeccion de la muestra.

B) Especificidad

Para la especificidad del método (fig. 2) que debe ser la primera prueba a
realizar la inyeccion de un blanco, un placebo con los excipientes que contiene la
formulacion (pat. Farmacéuticos RAYERE), un placebo adicionado al 100% de
Clonixinato de Lisina y Diclofenaco Sédico, y una solucion STD de Clonixinato de
Lisina y Diclofenaco Sodico (12.5 — 2.5 pyg / mL).

Cromybsgramac pars sepsaltlaldad dal mtodo

T 1T ITT LTI L LI L L) T 1 rrJlrrrr LI . L L B L LI I T 1
1.0 20 ERIw 400 200 i L B 80 10 [K]

— Samplefame Elanco
Sampkeams FLACESD 2

—_— Sampleilame dZ HCF A1

— Samplefam= 3TD HCF

Figura 2: Cromatogramas que muestran la especificidad del método.
En el grupo de cromatogramas anterior se demuestra que no hay presencia
de sustancias al mismo tiempo de retencion que los analitos, y también que ni el

blanco ni los excipientes muestran a la longitud de onda de 281.9 repuesta
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alguna; lo que confirma que las condiciones elegidas funcionarian para la
separacion y la cuantificacion de los analitos de interés. La informacién obtenida

se encuentra en el anexo 1.8 %7

C) Adecuabilidad del sistema

Esta prueba se realiza cada vez que se utiliza el equipo, para asegurar que
el sistema cromatografico se encuentra en condiciones adecuadas de trabajo y
que no existen cambios significativos en los resultados que ocasionen un
aumento en la desviacion de los datos, y esta prueba se evalua inyectando por
sextuplicado una solucion estandar al 100% de Clonixinato de Lisina y

Diclofenaco Sodico. &

Tabla 3: Datos de la evaluacion de la adecuabilidad del sistema.

Datos de la adecuabilidad del sistema para CL - DS

Name: CL
sample Mame | Mame [ RT Arsa K Prime Re=zolution | Symmetry Factor [ USSP Tailing | USP Plate Count
1|STD HCF CL  [3.411] 1278501 | 1.707076e+000 1.479242e+000 | 1.479242e+000 |  3.7283782+003
2| STOHCF CL [3.403] 1281189 | 1.7006833e+000 1.497526e+000 | 1457526e+000 | 3.7991862+003
3| STDHCF CL [3.408| 1282621 | 1.703065e+000 1.481895e+000 | 1.481885:+000 | 3.650080:+003
4 | STOHCF CL [3.413) 1284827 | 1.708500e+000 1.4554832+000 | 1435483e+000 | 3.6093582+003
5| STOHCF CL [3.424] 1283509 | 1.717140e+000 1.492434e+000 | 1.492434+000 | 3.5541852+003
6| STOHCF CL [3.427| 1274503 | 1.720021e+000 1.451526e+000 | 1.491526e+000 | 3.52656%+003

Datos de la adecuabilidad del sistema para CL - DS

Name: DS
Sample Name | Mame | RT | Area K Prime Resolution | Symmetry Factor | USP Taling | USP Plate Count
1| STD HCF OS | 5.004 | 271666 | 2.971417e+000 | 6.5389272+000 |  1.277357e+000 | 1.277357e+000 | 5.437432e+003
2| STD HCF DS | 4.990| 267916 | 2.960380=+000 | 672637124000 |  1.233096e+000 | 1.2880082+000 | 5.780826e+003
3|STDHCF OS | 4.994) 270551 | 2.963292e+000 | 6.5961162+000 |  1.273141e+000 | 1.273141e+000 | 5.453237e+003
4 | STD HCF DS | 5.004| 270628 | 2.9715462+000 | 5.5444442+000 |  1.273015e+000 | 1.2730152+000 |  5.481105e+003
5|STDHCF OS | 5024 2693581 | 2.987001e+000 | 6.4756242+000 |  1.274116e+000 | 1.274116e+000 | 5.250013e+003
6 | STD HCF OS | 5.031| 267383 | 2.993131e+000 | 6.4745002+000 |  1.27159%e+000 | 1.271588e+000 |  5.229124e+003
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D) Precision del sistema

La precisidén del sistema se realiza inyectando por sextuplicado diferentes
concentraciones de los analitos, tratando de abarcar un rango amplio para evaluar
la variacion que pueden presentar estos porcentajes y determinar si cumplen con

los limites de variacion establecidos.

Tabla 4: Resultados obtenidos de la evaluacion de la precision del sistema

cromatografico.
Clonixinato de Lisina Diclofenaco Sédico
Porcentaje | Conc. Area Conc. Area
(%) (ug/mL) | (mcV*sec) | Area/[] | (ug/mL) | (mcV*sec) | Area/[]
844820 101229 160098 95752
848958 101725 160752 96144
844826 101230 159987 95686
66.66 8.3456 847621 101565 1.672 161016 96301
842386 100938 159805 95577
850186 101872 162225 97025
1272044 101614 241163 96157
1282896 102481 241545 96310
1271623 101580 240864 96038
100 12.5184 | 1275478 101888 2.508 241120 96140
1275325 101876 240256 95796
1274482 101809 240000 95694
1710609 102486 321665 96192
1687760 101117 321225 96060
1701232 101924 323636 96781
133.33 16.6912 | 1699281 101807 3.344 321525 96150
1695645 101589 323765 96820
1714115 102696 323494 96739
Promedio 101746 Promedio 96187
Desvest 470.70 Desvest 422.86
CV (%) 0.463 CV (%) 0.440
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Con base en los resultados anteriores se puede decir que el sistema
presentd un desempefio aceptable ya que el CV de las Areas vs. Concentracion
se encuentra dentro de los limites establecidos que para esta prueba son de 2%,

y para los analitos de interés los coeficientes fueron menores.®?" ?°

E) Linealidad del sistema

Esta prueba se realiza para ver el comportamiento que presentan los
analitos a diversas concentraciones, y esto se prepara a partir de una solucion
Stock, a partir de la cual se preparan los niveles de concentracion a evaluar en
este caso fueron 5, cada uno se realiza por triplicado y de forma independiente,
para tener mas datos y poder evaluar estadisticamente la informacién que se
genera y determinar los parametros que se evaluan de esta prueba. Los

resultados se muestran a continuacion:

Tabla 5: Resultados obtenidos en la linealidad del sistema y el area vs.

Concentracion del analito.

Nivel | Conc CL Area Area/[] | Conc DS Area Area/[]

[mg/mL] | (mcV*sec) [mg/mL] | (mcV*sec)

41728 423940 101596 0.836 79043 94549
1 41728 426997 102329 0.836 81906 97974

41728 420482 100767 0.836 80193 95925

8.3456 848958 101725 1.672 160752 96144
2 8.3456 847621 101565 1.672 161016 96301
8.3456 850186 101872 1.672 162225 97025
12.5184 1277878 102080 2.508 241849 96431
3 12.5184 1275478 101888 2.508 241120 96140
12.5184 1275325 101876 2.508 240256 95796
16.6912 1704838 102140 3.344 322631 96481
4 16.6912 1699281 101807 3.344 321525 96150
16.6912 1714115 102696 3.344 323494 96739
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20.864 2121552 101685 418 402777 96358
5 20.864 2126393 101917 418 402992 96410
20.864 2136342 102394 4.18 402746 96351
Promedio 101889 Promedio 96318
Desvest 441.07 Desvest 712.88
CV (%) 0.433 CV (%) 0.740

En las figuras 3 y 4 se muestran los datos de la regresion lineal, en los
diversos niveles de concentracion, y la ecuacion que permite calcular la

concentracion de los analitos, dentro del rango de trabajo.

P
. 2000000 y = 102227 - 3094.8
Q 2 _
$ 1600000 - R"=0.9999
B 1200000 -
£
3 800000 |
S
£ 400000 |
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Concentracion (pg / mL)

Figura 3: Gréfico de la linealidad del sistema para el Clonixinato de Lisina.

—~ 360000 - /
o - -
8 200000 y 926428x 205.3
h R? = 0.9999 /
3 240000
£ /
< 180000
2} /
2 120000
©
o o
< 60000 -
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Concentracion (pug / mL)

Figura 4: Gréfico de la linealidad del sistema para el Diclofenaco Sédico.
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En las figuras 5 y 6 se muestra el error que presentaron los dos analitos,
debido a la variacion al momento de preparar las soluciones, y también
demuestran que no existen tendencias, es decir, que existe aleatoriedad en los
datos.

En el caso del Clonixinato de Lisina (figura 5) se observa que el nivel
inferior es el que presenta mayor variabilidad, esto se puede deber a que el uso
de pipetas de volumen pequefio generan mas variacion, pero los resultados estan
dentro de los limites permitidos de 2 %.%?’

1.000 -

0.500 -

0.000

w

3]
> »

18]

13.5 A 185 4

% Error relativo CL
(residuo/area*100)

-0.500 ~

-1.000 -

Concentracion (pg / mL )

Figura 5: Grafico del error relativo para el Clonixinato de Lisina vs. la

concentracion del analito.

El Diclofenaco Sddico (figura 6) se observa una mayor variacion de los
datos en el primer nivel, cercano a los limites permitidos, o sea 2%; debido a las
proporciones que guardan los analitos en la formulacion, ya que el CL y el DS, se
encuentran en una proporcion (5 :1) y en el primer nivel solo tenemos 0.836 ug /
mL de DS y el uso de pipetas de volumen pequefio, genera una mayor variacion y

también podemos observar que el ultimo nivel no presenta casi variacion.®?’
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Figura 6: Grafico del error relativo para el Diclofenaco Sédico vs. la concentracion
del analito.

Al realiz6 el analisis de los datos, para obtener el valor de F ., el cual debe
ser comparado contra un valor critico de F, y se espera que el valor de F ., se

mayor para que se acepte la hipotesis alterna. Para esto se redactan dos
hipoétesis, una nula y la otra alterna, es decir:

Ho: No existe una relacion de linealidad entre la concentracion y de area
obtenida.

Ha: Existe una relacion de linealidad entre la concentracidn y area obtenida.

Para elegir se realiza a los datos una ANOVA o andlisis de varianza, y se

establecen los criterios de aceptacion para la prueba, los cuales son los
siguientes:

Si F¢a €s menor que Fgit no se rechaza Hy, 6 bien, si F¢y < Fgit NO se rechaza Hy

Si Fcai €s mayor que Feritica S€ rechaza Ho, o bien, si Fcq > Feritica S€ rechaza Hp
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Tabla 6: Resultados del ANOVA realizado a la regresion de los dos analitos (CL y
DS).

Datos Grados de Suma de Prom. de F ca Valor
libertad cuadrados los critico
cuadrados de F
Clonixinato de Lisina
Regresion 1 5.45895E+12 | 5.45895E+12 | 242516.068 | 3.7697E-29
Residuos 13 292625273.4 | 22509636.42
Total 14 5.45924E+12
Diclofenaco Soédico
Regresion 1 1.9496E+11 1.9496E+11 | 249800.45 3.11E-29
Residuos 13 10145798.4 780446.028
Total 14 1.9497E+11

De acuerdo a los valores mostrados en la tabla no. 6 se obtuvo que los
valores de F; para los dos analitos son mayores que los valores de Fqit por lo
tanto se rechaza la hipétesis Hp, entonces tanto para el Clonixinato de Lisina
como para el Diclofenaco Sédico; se puede decir, que existe una relacién lineal
entre la concentracion del analito y area obtenida, con un nivel de significancia
del 0.05. %

Tabla 7: Resultados de la regresion para la determinacion de la linealidad del

sistema.
Datos CL DS Criterio de
aceptacion
Coeficient.(? de 0.99997 0.99997 R>0.98
correlaciéon
multiple R
Coeficiente de 0.99995 0.99995 R?>0.98
determinacién
R2
b, debe ser
Pendiente 102227.16 96427.55 diferente de 0
(moby)
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Intercepto

(bob) -3094.77 -205.3 b1 debe incluir el 0

IC de b, 101778.7 - 102675.6 | 96010.7 - 96844.4

No. observaciones 15 15 5 niveles por

triplicado

En la tabla no. 7 se muestran los datos del Clonixinato de Lisina y el
Diclofenaco Sodico que resultan de la regresion realizada, en la cual se observa
que el coeficiente de correlacién (R) y de determinaciéon (R?) cumplen con el
criterio de aceptacioén incluido en la misma tabla, y establecen los valores de la
ecuacion de larecta (y = m x + b), los cuales cumplen también con los criterios de

aceptacion. & 272

F) Precisién del método (precision intermedia).

Se prepararon los sistemas como se indica en la tabla no. 8, y solo se
trabajé con los que involucraban condiciones contrarias, lo que nos permite
demostrar que no existe colinealidad entre los analitos, es decir, que la presencia

de un analito no modifica el area del otro.

Tabla 8: Datos de la precision del método a la nivel de 100% de analito.

Sistema | Conc. CL (ug/ mL) | Conc.DS (ug/ mL) | % CL | % DS

A 12.512 2.491 100 100

11.260 2.491 90 100
Cc 15.014 2.490 120 100
D 12.512 1.993 100 80
E 12.511 2.241 100 90
F 12.512 2.989 100 120
G 12.511 2.739 100 110
H 13.761 2.491 110 100
I 10.009 2.490 80 100
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Se trabajoé para CL con los sistemas A, C e | y para DS con los sistemas A,
Dy F; se realizé el ensayo por sextuplicado a las muestras como se describe en

el procedimiento experimental.

Se calculé la cantidad recuperada para todos los sistemas pero solo se
reporta el que comprende el 100 %, para determinar la precision intermedia, la
cual se muestra en la tabla no. 9, en la cual se demuestra que el Clonixinato y el
Diclofenaco cumplen con los criterios establecidos al presentar ambos un CV

menor a 2 % en la cantidad recuperada. ®

Tabla 9: Resultados de CV de 2 analistas, 2 dias para determinar a cantidad real

recuperada.
Analista 1 | Analista2 | Analista 1 | Analista 2
Cantidad Rec (mg /mL) | Cantidad Rec (mg /mL) | CV Cantidad Rec
Dia CL CL DS DS CL DS
12.356 12.458 2.492 2.473
12.395 12.475 2.469 2.465
1 12.397 12.434 2.488 2.466 0.356 0.479
cv 0.185 0.163 0.513 0.189
12.470 12.729 2477 2.489
12.454 12.511 2.481 2.460
2 12.532 12.451 2.507 2.541 0.842 1.138
cv 0.330 1.165 0.661 1.646
CV (%) global 0.7586 | 0.9077

G) Exactitud del método

Se ocuparon las mismas soluciones utilizadas en la precisién del método,
para el CL con los sistemas A, C e | y para DS con los sistemas A, Dy F; y se
realizo el ensayo por sextuplicado a las muestras como se describe en el

procedimiento experimental, y se calculd el porcentaje de recobro como sigue:
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En la tabla no. 10 se muestran los resultados obtenidos para el Clonixinato

de Lisina, reportando el CV del porcentaje recuperado, para los tres niveles que

fueron evaluados, el CV aceptado para la exactitud de método es de 2 % tanto

para las evaluaciones parciales como para el CV global, este ultimo es el que

tiene mayor importancia porque demuestra que el método es exacto a las

concentraciones experimentales, siempre y cuando se encuentre dentro del rango

examinado; para este analito la variacion fue de 0.60

5.8, 27

Tabla 10: Resultados de los CV para Clonixinato de Lisina a los tres niveles de

trabajé.
Clonixinato de Lisina
Nombre Porcentaje Area Concentracién % de
de CL (mcV* sec) adicionada Clonixinato

HCF B2 1142032 11.26 99
HCF B3 1142216 11.26 99
HCF B4 1136574 11.26 99
HCF B5 80 % 1138533 11.26 99
HCF B6 1145181 11.26 99
HCF B7 1144538 11.26 99

Promedio parcial 99.10

Desvest parcial 0.292

CV parcial 0.295

HCF A1 1274606 12.51 100
HCF A2 1255279 12.51 98
HCF A3 1256878 12.51 98
HCF A4 100 % 1266895 12.51 99
HCF A5 1254193 12.51 98
HCF A8 1273222 12.51 99

Promedio parcial 98.71

Desvest parcial 0.723

CV parcial 0.732
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HCF H2 1381900 13.76 98
HCF H3 1380513 13.76 98
HCF H4 1395738 13.76 99
HCF H5 120 % 1384810 13.76 98
HCF H6 1378947 13.76 98
HCF H8 1379377 13.76 98

Promedio parcial 98.27
Desvest parcial 0.450
CV parcial 0.458
Promedio global 98.7
Desvest global 0.598
CV global 0.605

En la tabla no. 11

se muestran los resultados obtenidos para el

Diclofenaco Sadico, reportando el CV del porcentaje recuperado, para los tres

niveles que fueron evaluados; en las evaluaciones parciales del DS muestran un

CV para 80% y 100% elevado, pero no superior al 2%, mientras que en el CV

global reporta un CV de 1.464 que cumple con el limite.

Tabla 11: Resultados de los CV para Diclofenaco Sdédico a los tres niveles de

trabajo.
Diclofenaco Sédico
Nombre Porcentaje Area (mcV* Concentracion % de
de DS sec) adicionada Diclofenaco

HCF E1 216430 2.2413 99
HCF E2 215817 2.2413 99
HCF E3 220437 2.2413 101
HCF E4 80 % 221077 2.2413 101
HCF E5 213499 2.2413 98
HCF E6 219367 2.2413 100
Promedio parcial 100

Desvest parcial 1.364

CV parcial 1.369
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HCF A1 237015 2.49054 98
HCF A2 239903 2.49054 99
HCF A3 248450 2.49054 102
HCF A5 100 % 236939 2.49054 98
HCF A6 241748 2.49054 100
HCF A7 238885 2.49054 98
Promedio parcial 99

Desvest parcial 1.771

CV parcial 1.789
HCF G1 270571 2.7345 101
HCF G2 120% 271009 2.7345 102
HCF G4 265979 2.7345 100
HCF G5 265284 2.7345 99
HCF G6 269110 2.7345 101
HCF G7 266702 2.7345 100
Promedio parcial 101

Desvest parcial 0.918

CV parcial 0.913

Promedio global 99.7

Desvest global 1.460

CV global 1.464

Posteriormente se procedio a calcular los intervalos de confianza (IC) que
se encuentran relacionados de manera directa con la desviacion estandar de los
datos, estos IC toman la media de los datos como base para calcular los sesgos
que podrian presentar los datos y determinar si son confiables, y se obtienen

mediante la siguiente formula:

S
I1C = ta a n-1®
Ifa 0.05, n—1 \/7

n
El IC se calcula obteniendo un valor de t, en base a tablas considerando un
a = 0.05 y el numero de observaciones (n) que es multiplicado por la desviacion

estandar dividida por la raiz del numero de observaciones (n), y este intervalo
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considera que la muestra tiene una distribucion t y por tanto considera las dos

colas de la distribucion como zonas de rechazo.® 2"

En la tabla no. 12 se pueden observar los datos del CL y DS, a los cuales
se les calcul6 la media, se les sumé y resto el intervalo de confianza calculado,
para determinar el valor que presentan de tc,c Y compararla con la tgi, se calcula
como sigue:

(% Re cuperado — 100%)
t.calc =
S/-/n

Tabla 12: Prueba de t para los dos analitos (CL y DS) e IC calculados.

Farmaco | Nivel LIC LSC Promedio IC tcalc | tecrit

80 98.7845 | 99.3978 | 99.0911 0.3066 | -7.6194
100 | 97.9479 | 99.4639 | 98.7059 | 0.7580 | -4.3885 | 2.57
CL 120 | 97.7991 | 98.7436 | 98.2714 | 0.4722 | -9.4096

Global | 98.1750 | 99.2040 | 98.6895 | 0.5145 | -9.3075 | 2.109

80 98.1826 | 101.0452 | 98.9972 | 1.4312 | -0.6934
100 | 97.1386 | 100.8558 | 99.6139 | 1.8585 | -1.3869 | 2.57
DS 120 | 99.5569 | 101.4835 | 100.5202 | 0.9632 | 1.3831

Global | 98.9844 | 100.4365 | 99.7104 | 0.7260 | -0.8414 | 2.109

Por medio de la prueba de t, se determino la exactitud del método para el
caso de Clonixinato de Lisina, cumple con lo que se encuentra reportado como
aceptable, ya que para un método cromatografico existen dos opciones para el
porcentaje de recobro; la primera que el IC debe incluir el 100% o que el promedio
aritmético se incluya en el intervalo entre 98 — 102 %, y debido que los
porcentajes de recobro no fueron superiores al 100, el IC no incluye el 100%, pero

la media es de 98.69, lo que cumple con el segundo criterio de aceptacion. 8

Para el caso del Diclofenaco este no presenta problemas para demostrar la
exactitud del método ya que cumple con los dos requisitos mencionados en el
parrafo anterior, es decir, el IC incluye el 100% y el promedio aritmético se

encuentra entre el 98 — 102%.
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99.5

99.3
99.1 +
98.9

98.7
98.5
98.3

% recuperado CL

98.1

97.9

97.7

97.5 | | | !
80 100 120 Global

Niveles

Figura 7: Grafico del porcentaje recuperado y los intervalos de confianza
obtenidos para Clonixinato de Lisina.

El la figura no. 7 se observa el % recuperado de Clonixinato de Lisina, y se
muestra en evidencia porque este criterio no cumple con la prueba de t, debido a

que los intervalos de confianza no incluyen el 100%, aunque los datos presentan

varianzas iguales.

102 +
101.5
101

100.5 + n
100
99.5 N ¥
99 =
98.5

% recuperado DS

98 +
97.5 +

97 | | | |
80 100 120 Global

Niveles

Figura 8: Grafico del porcentaje recuperado y los intervalos de confianza
obtenidos para Diclofenaco Sédico.
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Por otra parte en la figura no. 8 se observa el % recuperado de Diclofenaco
Sodico, y a diferencia del anterior aqui se muestra cual deberia ser el

comportamiento optimo que se esperaria de los datos.

H) Linealidad del método

La linealidad del método se evalua preparando 5 placebos cargados, en el
que se considera un rango de concentraciones o de porcentajes en este caso se
trabajo con 80, 90, 100, 110 y 120 % para el Clonixinato de Lisina y el Diclofenaco
Sadico, la preparacién de muestras se realizé por triplicado para cada uno de los

niveles. ®
En las tablas no. 13 y 14 se muestran los datos obtenidos del Clonixinato
de Lisina y el Diclofenaco Sdédico, asi como la cantidad adicionada y el area

resultante, los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 13: Resultados de la evaluacion de la linealidad del método por triplicado

para CL
Clonixinato de Lisina
Concentracion )
Nombre Nivel adicionada Area
(Mg /mL) ( mcV * sec)
d2 HCF A1** 9.93 993273
d2 HCF A2** 80 9.93 989746
d2 HCF A4** 9.93 1003507
d2 HCF B1** 11.16 1135923
d2 HCF B3** 90 11.16 1142229
d2 HCF B5** 11.16 1133673
d2 HCF C1** 12.39 1252488
d2 HCF C2** 100 12.39 1246285
d2 HCF C4** 12.39 1249916
d2 HCF H1** 13.61 1385801
d2 HCF H3** 110 13.61 1376932
d2 HCF H6** 13.61 1411724
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d2 HCF I1** 14.84 1496698
d2 HCF I12** 120 14.84 1483090
d2 HCF 14** 14.84 1488454

Tabla 14: Resultados de la evaluacion de la linealidad del método por triplicado

para DS
Diclofenaco Sédico
Concentracion )
Nombre Nivel adicionada Area
(pg/ mL) (mcV * sec)

HCF A2 1.99 196625
HCF A6 80 1.99 191226
HCF A7 1.99 197938
HCF D1 2.24 216430
HCF D2 90 2.24 220437
HCF D3 2.24 219367
HCF E1 2.49 239903
HCF E3 100 2.49 241748
HCF E6 2.49 238885
HCF F1 2.73 265979
HCF F2 110 2.73 269110
HCF F4 2.73 266702
HCF G4 2.99 291831
HCF G6 120 2.99 290433
HCF G7 2.99 293796
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Parametros estadisticos para evaluar la regresion
Datos CL DS
Pendiente
(mobo) 99270.2487 97353.0503
'“terc‘;l‘:tf (bo 10660.214 530.57424
NO. De 1 5 1 5
observaciones

Tabla 15: Resultados de la regresion para la determinacion de la linealidad del

A partir de estos datos se calculd la ecuacion de la recta (y = mx + b), con

la ecuacion generada se determind la cantidad recuperada de cada analito,

mediante la siguiente formula:

Concentracién recuperada=

(Area obtenida—Ordenada al origen

Pendiente

En las tablas no. 16 y 17 se muestran los resultados de la concentracion

recuperada y el % recuperado de Clonixinato de Lisina y el Diclofenaco Sddico,

demostrando que el CV global de todos los datos de la regresidén es menor al 2%,

es decir, cumple con el limite establecido.

Tabla 16: Resultados de la concentracion recuperada y % de CL a los 5 niveles

de trabajo.
Clonixinato de Lisina
Concentracion | Concentracién
Nombre Nivel adicionada recuperada %
(pg/ mL) (pg/ mL) Recuperado
d2 HCF A1** 10.009 9.8201 98.1
d2 HCF A2** 80 10.009 9.7852 98.0
d2 HCF A4** 10.009 9.9213 99.1
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d2 HCF B1** 11.260 11.2304 99.7
d2 HCF B3** 90 11.260 11.2928 100.3
d2 HCF B5** 11.260 11.2082 99.5
d2 HCF C1** 12.512 12.3829 99.0
d2 HCF Cc2** | 100 12.512 12.3215 98.5
d2 HCF C4** 12.512 12.3574 98.8
d2 HCF H1** 13.761 13.7009 99.6
d2 HCF H3** | 110 13.761 13.6132 98.9
d2 HCF H6** 13.761 13.9572 101.4
d2 HCF I1** 15.014 14.7973 98.6
d2 HCF 12** 120 15.014 14.6627 98.0
d2 HCF 14** 15.014 14.7158 98.0
Promedio 99.0

Desvest 0.970

cv 0.980

Tabla 17: Resultados de la concentracién recuperada y % de DS a los 5 niveles

de trabajé.
Diclofenaco Sédico
Concentracion | Concentracion

Nombre Nivel adicionada recuperada %

(pg/ mL) (pg/ mL) Recuperado
HCF A2 1.9926 2.0159 101.17
HCF A6 80 1.9926 1.9605 98.39
HCF A7 1.9926 2.0293 101.84
HCF D1 2.2413 2.2189 99.00
HCF D2 90 2.2413 2.2600 100.83
HCF D3 2.2413 2.2490 100.34
HCF E1 2.4905 2.4595 98.76
HCF E3 100 2.4905 2.4785 99.52
HCF E6 2.4905 2.4491 98.34
HCF F1 2.7345 2.7269 99.72
HCF F2 110 2.7345 2.7590 100.90
HCF F4 2.7345 2.7343 99.99
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HCF G4 2.9890 2.9919 100.10
HCF G6 120 2.9890 2.9776 99.62
HCF G7 2.9890 3.0121 100.77
Promedio 100.0

Desvest 1.045

cv 1.046

En las figuras 9 y 10 se muestran los datos de la regresion lineal, en los
diversos niveles de concentracion que se manejaron, y se muestra ademas la

ecuacion que permite determinar la concentracion recuperada.

3 15.0000 -

S 440000 | Y =0.9814x + 0.1052

3~ 2_

8 2 13.0000 | R°=0.9998

S 5 12.0000 -

O 3

£ < 11.0000 +

c

8 10.0000 +

5

o 9.0000 ; ; } } } }
9.5 105 115 125 135 145 155

Concentracion adicionada (pug / mL )

Figura 9: Gréfico de la linealidad normal del método para el Clonixinato de Lisina

3.1000 +

2.9000 -+ y=0.9981x+ 0.0034

~ 2.7000 - R2=0.9996
£
— 2.5000 +
(2]
=

2.3000 +

2.1000 —+

1.9000 | | 1 | | |
1.9000 2.1000 2.3000 2.5000 2.7000 2.9000 3.1000

Concentracion adicionada ( ug / mL )

Concentracion recuperada

Figura 10: Grafico de la linealidad normal del método para el Diclofenaco Sddico.
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En las figuras 11 y 12 se muestra el error que presentaron los dos analitos,
el cual es despreciable para la cuantificacion de los analitos, y también
demuestran que no existen tendencias en los resultados debida acumulacion de

error al analizar.

0.4
0.3
0.2
0.1 A

-0.2 A
-0.3

% de Errorrel CL
(resid*100/Conc recup)
g

Concentracion ( ug / mL)

Figura 11: Grafico del error relativo para el Clonixinato de Lisina vs. la

concentracion del analito.

0.04 +
0.03
0.02 &
0.01 + A

-0.0119 2.1 23 a5 27" 29 a 31
-0.02 + R
-0.03 &

-0.04 R

»

% de Error rel DS
(recup*100/Conc recup)
o
>

Concentracion ( ug / mL)

Figura 12: Grafico del error relativo para el Diclofenaco Sddico vs. la

concentracion del analito.
En el caso del Clonixinato de Lisina (figura No.11) solo el cuarto nivel

presenta una ligera variaciéon de los datos, pero los resultados estan dentro de los

limites permitidos que son de + 2 %. Mientras que el Diclofenaco Sddico (figura
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No. 12) presenta una mayor variacion en todos sus datos, pero los datos estan

dentro de los limites establecidos.®

Se realizé el calculo, para obtener un valor de F .4 el cual debe ser
comparado contra un Valor critico de F, y se espera que el valor de F ., sea
mayor para que se acepte la hipotesis alterna. Para esto se redactan dos
hipotesis, una nula y la otra alterna, es decir:

Ho: No existe una relacion lineal entre la cantidad adicionada y cantidad
recuperada.
Ha: Existe una relacion de lineal entre la cantidad adicionada y cantidad

recuperada.

Para elegir se realiza a los datos una ANOVA o analisis de varianza, y se
establecen los criterios de aceptacion para la prueba, los cuales son los

siguientes:

Si F¢a €s menor que Fgit no se rechaza Hy, 6 bien, si F¢y < Fgit NO se rechaza Hy

Si Fcai €s mayor que Fritica S€ rechaza Ho, o bien, si Fcq > Feritica S€ rechaza Hp

Tabla 18: Resultados del ANOVA realizado a la regresion de los dos analitos (CL

y DS) para la determinacion de linealidad.

Datos Grados Suma de Prom. de F cal Valor critico
de cuadrados los de F
libertad cuadrados
Clonixinato de lisina
Regresion 1 45.23 45.233 2443.63 | 3.4757E-16
Residuos 13 0.2406 0.0185
Total 14 4547
Diclofenaco Sédico
Regresion 1 1.847 1.847 3023.29 | 8.7665E-17
Residuos 13 0.007 0.001
Total 14 1.854
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De acuerdo a los valores mostrados en la tabla no. 18 se obtuvo que los
valores de F.; para los dos analitos son mayores que los valores de Fg: por lo
tanto se rechaza la hipétesis Hp, entonces se puede decir que tanto para el
Clonixinato de Lisina como para el Diclofenaco Sdodico, existe una relacion lineal
entre la concentracién adicionada y la concentracion recuperada, con un nivel de

significancia del 0.05. %

Tabla 19: Resultados de la regresion ajustada para la determinacién de los

coeficientes y la realizacion de las hipétesis.

Parametros estadisticos para evaluar la regresion

Datos CL DS Criterio de
aceptacion
Coeficiente de 0.9973 0.9978 R >0.98
correlacion
multiple
Coeficiente de 0.9947 0.9957 R>0.98
determinacion
R2
Pendiente 0.9814 0.9981
(mobyg)
IC by 0.938 -1.024 0.959 - 1.037 b4 debe incluir el 1
Probabilidad bo ( 3.4757E-16) b1 (0.68175923)
Intercepto 0.1052 0.0034
(bob) : :
b, debe
IC -0.437 - 0.6472 -0.095 -0.102 . .
incluirel 0
Probabilidad bo (8.7665E-17)  bq (0.94228821)
No. D_e 15 15 5 niveles por
observaciones
triplicado
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En la tabla no. 19 se muestran los datos del Clonixinato de Lisina y el
Diclofenaco Sodico que resultan de la regresion realizada por el programa Excel
2003, en la cual se observa que el coeficiente de correlacion (R) y de
determinacién (R%) cumplen con el criterio de aceptacion incluido en la misma
tabla, y establecen los valores de la ecuacion de larecta (y = m x + b), en el
caso de la pendiente (m o b4) debe incluir el uno en su intervalo, mientras que la
ordenada al origen ( b o bp) tiene que pasar por el cero en su intervalo para que

sean parametros aceptables. & ?°

Para evaluar los datos de la regresion es necesario realizar una prueba de
t, para determinar si la pendiente (m o b4) y el intercepto (b o bg) cumplen con los
criterios de aceptaciéon, antes mencionados, los datos obtenidos se muestran a

continuacioén en la tabla no. 20.

Tabla 20: Prueba de t para los dos analitos (CL y DS) y la probabilidad para la

comprobacién de las hipotesis

Farmaco | Parametro LIC LSC Probabilidad tcalc | tecrit

Pendiente | 0.938 | 1.024 | bo(3.47E-16) | 49.43 | 2.145

CL
Intercepto | -0.437 | 0.6472 b1 (0.681) 0.419 | 2.145

Pendiente | 0.959 | 1.037 | bo (8.76E-17) | 54.98 | 2.145

DS

Intercepto | -0.095 | 0.102 b1(0.942) 0.074 | 2.145

Para la pendiente que tiene que incluir al 1 en su intervalo, se observa que

cumple con este parametro, y se demuestra con las siguientes hipotesis:

Ho: La pendiente o b4 es igual a cero

Ha: La pendiente al origen o b4 es diferente de cero
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Si t;a €s menor que tit No se rechaza Hy, 6 bien, sitey < tgit N0 se rechaza Hoo

Si tca € mayor que t.ritica S€ rechaza Ho, o bien, si tea > toritica S€ rechaza Hp

Como se observa en la tabla no. 20, el valor de t.5 para la pendiente de
Clonixinato de Lisina es de 49.43, por lo que se rechaza Hy, lo que indica que la
pendiente es diferente de 0, y al observar la misma tabla se observa que el
intervalo es de 0.938 a 1.024, por lo cual el parametro es aceptable, y para el
caso del Diclofenaco Sédico el valor de t., es de 54.98, por lo que se rechaza Hy,
lo que indica que la pendiente es diferente de 0, y al observar la misma tabla se
observa que el intervalo es de 0.959 — 1.037, es decir los dos analitos cumplen

con la prueba. &%

Para el intercepto u ordenada al origen este debe incluir al 0 en su
intervalo, se observa que cumple con este parametro, y se demuestra con las

siguientes hipotesis:

Ho: La ordenada al origen o by es igual a cero

Ha.: La ordenada al origen o by es diferente de cero

Si tca €s menor que tgit No se rechaza Hy, 6 bien, sit;a < teit NO se rechaza Hy

Si tca €S mayor que teritica S€ rechaza Ho, o bien, si tca > teritica S€ rechaza Hp

Como se observa en la tabla no. 20, el valor de t.; para la ordenada al
origen de Clonixinato de Lisina es de 0.419, por lo que no se rechaza Hy, lo que
indica que la ordenada al origen es igual a 0, y al observar la misma tabla se
observa que el intervalo es de - 0.437 a 0.6472, por lo cual el parametro es
aceptable, y para el caso del Diclofenaco Sodico el valor de t.; es de 0.074, por
lo que no se rechaza Hy, lo que indica que la ordenada al origen es igual a 0, y al
observar la misma tabla se observa que el intervalo es de — 0.095 a 0.102, es

decir los dos analitos cumplen con la prueba. 8
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I) Reproducibilidad y repetibilidad del método

La repetibilidad del método, se evalua la variacion que presenta el analista
y que este determine cuales son los puntos clave para reducir el error al momento
de realizar el ensayo, para esto se necesitan tres niveles de concentracién y se
trabaja dos dias diferentes para demostrar que el método puede realizarse en

cualquier momento.

Para la reproducibilidad se necesitan dos analistas, los cuales deben de
conocer exactamente como se realiza el ensayo a las muestras, para que exista
independencia en las determinaciones que va a realizar, y solo presentar el error
asociado al analista y no existan tendencias; para esto se realiz6 la preparacion
de tres placebos cargados con tres niveles de concentracién, y también se trabaja

dos dias diferentes.

Tabla 21: Resultados de la evaluacién de la repetibilidad (1 analista, 2 dias) y la

reproducibilidad (2 analistas, 2 dias).

Analista 1 | Analista2 | Analista 1 | Analista 2
% Recobro % Recobro CV % Recobro
Dia CL CL DS DS CL DS

98 100 100 100
98 101 100 100
99 101 99 101
1 99 100 100 99
99 100 99 99

99 99 100 99 0.9798 | 0.8706
98 101 101 98
98 101 101 99
98 101 101 100

CV (%) | 04274 | 07416 | 0.5997 1.0602

99 97 100 98
98 100 100 100
99 99 100 99
100 102 99 100
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2 100 100 100 99
100 100 101 102
100 100 99 98
99 100 96 101
101 102 99 101 1.080 | 1.3632
CV (%) 0.8964 1.2620 1.3345 1.4383
(V)
(}V (%) 0.8155 1.0430 1.0850 1.2265
dia1y2
CV % GLOBAL
(Anal1-2yDia1-2) 1.076 | 1.141

Como se observa en la tabla no. 21, el Clonixinato de Lisina cumple con el
criterio establecido, para la repetibilidad del método, en cual el CV parcial y el
global no debe ser superior de 2 %, para el dia 1 el CV fue de 0.427, mientras que
para el segundo dia el CV fue 0.896, y el global el mas importante para demostrar
que no hay diferencia entre los dias fue de 0.8155; y para el Diclofenaco Sédico el
CV para el dia 1 fue de 0.599, mientras que para el segundo dia el CV fue 1.438 y

el global fue 1.2265, el cual esta dentro del limite de 2 % establecido.®

La reproducibilidad es el ultimo parametro que se evaluo en esta
validacion, y los resultados mostrados en la tabla no. 21, demuestran que tanto
para el CL como el DS, los CV indican la diferencia que se puede presentar entre
los analistas y los dias, no es superior al 2 % que es el criterio establecido, ya que
el CL presenta un CV global de 1.076 y el DS el CV es de 1.141, por lo tanto se

dice que el método es reproducible. ®

En las figura No. 13 y 14 se muestran los graficos del porcentaje de
recobro obtenido al evaluar la reproducibilidad, en donde se observa el traslape
para el Clonixinato de Lisina, donde se observa que los datos del dia 1 — analista
1 no presentan un traslape con el resto de los datos, pero aun asi
estadisticamente se encuentran dentro de los limites establecidos, pero justifica el
aumento en el CV y para el DS todos los datos presentan una region de traslape

lo que redujo el CV.
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Figura 13: Porcentajes de recobro del CL % la desviacion estandar para la
reproducibilidad del método.
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Figura 14: Porcentajes de recobro del DS % la desviacién estandar para la
reproducibilidad del método.
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6. Conclusiones

Se demostré la confiabilidad del método seleccionado mediante el analisis
estadistico de los datos generados experimentalmente, comprobando que
este método cumple con su funcion de cuantificar la solucién inyectable de
Clonixinato de Lisina y Diclofenaco Saodico.

Se comprobd la utilidad del método analitico propuesto, mediante la
aplicaciéon de las herramientas de validacion, para la cuantificacion del
contenido quimico de la forma farmacéutica de interés.

Esta tesis permitio la aplicacion y utilizacion de los conocimientos
adquiridos durante mi preparacion profesional en la licenciatura, para el
desarrollo de un método experimental de analisis para uso general en la
industria farmaceéutica.
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7. Anexos

i
% L=

i ws W, ANEXO 1. Especificidad del método paraCL-DS(5:1)
=il )

UNMERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Supenores Cuautitian C-4
Unidad Multidiscipinaria de Investigacion
& Laboratorio de Ensayos de Desamollo Farmacéutico (L-5)

a LEDEFAR

En este anexo se encuentra la informacion referente a la realizacion de la
especificidad del método cromatografico, esta informacion es necesaria para
determinar las condiciones de analisis, que se utilizaran para el desarrollo y
validacion del método analitico, a fin de determinar que algunas condiciones
inherentes a la preparacion de las muestras no interfieren con el analisis.

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Blanco, PLACEBO 3, STDHCF, d2  Acquired By: System

Sample Type: Unknown, Standard Date Acquired: 21672008 6:23:01 PM, 6/272008
Wial: 1,32, 33,6 Acq. Method Set: Fase Movil Met_Buffer 60_40
Injection #: 1,2,6 Date Processed: 9726/2008 6:15:23 PM, 21192009
Injection Volume:  20.00, 30.00, 50.00 ul Processing Method: CL_DS 131108, CL_DS_220908
Run Time: 8.0, 10.0, 12.0 Minutes Channel Mame: Wiin Ch

Sample SetName:  Ensayo 24 Sep 08, Evaluacion de Proc. Chnl. Descr:  PDA 2620 nm

Cromatogramas para especificidad del método
u.l:_. F| F

; |
01 Bl
0.083 '
0,063 i1

AL

004 R

I:I.C':‘; ——T | }'\._ : J’Iﬂi‘_,\"'

oo} — P —— | -

ar———rr——
100 200 300 400 SO0  EDO 700 800 900 1000 1100 1200
Minutes
—— SampleMName Blanco; Vial 1; Date Acquired 6/%2008 6:55:25 P
SampleName PLACEBO 3; Vial 6; Date Acquired 2/6/2008 6:23:01 PM
—— SampleMame d2 HCF A1""; Vial 33; Date Acquired 9262008 7.38:04 AM
—— SampleMName STD HCFVial 32; Date Acquired %26/2008 7:18:18 AM
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LEDEFAR

O B iy, ANEXO 2.- Adecuabilidad del método paraCL-DS(5:1)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacién

Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR

La adecuabilidad nos indica las condiciones diarias que presenta nuestro
equipo cromatografico, en este caso solo se muestran algunos datos recopilados
a lo largo del experimento, este parametro se usa como control para la
transferencia del método asi como una prueba confiabilidad en el instrumento que
nos ayudara a la cuantificacion de los analitos, cualquier variacidon mayor en el en
las partes y componentes del equipo se hara notar y nos permitira su correccion
para continuar con una validacién confiable.

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: STD HCF Acquired By: System
Sample Type: Standard Date Acquired: 9/23/2008 1:13:50 PM, 9/23/2008
Wial: 1 Acg. Method Set: Fase Movil Met_Buffer 60_40
Injection #: 1,2,3.4.5 6 Date Processed: 92372008 3:32:00 PM, 9/23/2008
Injection Yolume: 30.00ul Processing Method: CL_DS 220908
Run Time: 2.0 Minutes Channel Name: Wvin Ch1
Sample Set Name:  Ensayo 23 Sep 08 Proc. Chnl. Descr.: PDA 2820 nm

Cromatogramas de la adecuabilidad del sistema

b
0.14 2 ” |
2 ‘ H
0.12] | | ||
|
| | | | |
0.1 | | |||
| | | |
0.08 | | ‘ |
3 | | | I,
0.0 [ ‘ | [
. || |/
0.04 | | |II| I||| g P II-"‘-|I
o o =\, p AT .| 1 | | ' '-.__Il...\_l_ II' I".\ i ! 4
2.0z I 'ﬂ'_urﬁii?—%}m‘ T ':;—fk_ K._ - --'. "'I "’j_ \K-
0.00+ I -_v__.f\__ _',.."— o F N = -
0.0z 1 v T 1 T T 1 ' T T 1 T T 1 T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 .00
Minutes
—— SampleMame STD HCF; Vial 1; Date Acquired 9723/2006  1:13:50 PM
SampleMame STD HCF; Vial 1; Date Acquired 9232008 1:23:00 PM
——— SampleMame STD HCF; Vial 1; Date Acquired 9232008  1:32:10 PM
—— SampleMame STD HCF; Vial 1; Date Acguired 9232008  1:41:19 PM
—— SampleMame STD HCF; Vial 1; Date Acquired 9232008  1:50:30 PM
SampleMName STD HCF; Vial 1; Date Acquired 9232008  1:59:40 PM
Quimico Farmacéutico Bidlogo 60



Hugo Cuatecontzi Flores LEDEFAR

ANEXO 3. Precision del sistema para CL

UNIVERSIDAD MACIOMAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Supenores Cuautitian C-4
Uridad Multidisciplinaria de Investigacidn
Laboratonio de Ensayos de Desamolle Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR

En este anexo se encuentra un compendio de los cromatogramas que son
parte de la evidencia digital de la validacion que se desarrollo en este trabajo de
tesis y nos permiten visualizar los datos graficos que se interpretaron
matematicamente para realizar el analisis estadistico; para su aceptacion y
posterior uso en el proceso experimental.

SAMPLE INFORMATION
Samphe Name: CLDS B1, CL-DS B2, CL-DS B3, Acquired By: System
Sample Type Standard Diate Acquirad Q232008 8:56:47 PM, 972372008
Vial: 35,36, 3T, 38 40, 41,42 43 44, Acq. Method Set: Fase Movil Met_Buffer 60_40
Injection #: 1,2 Date Processed: Q2472008 121627 PM, 924/2008
Imjection Vaolume: 30.00 ul Processng Method: CL_DS _ZANME0G
Run Time: 8.0 Minutes Channel Name: Win Ch
Sample Set Mame:  Ensayo 23 Sep 08 Proc. Chnl. Descr:  PDA 282.0 nm
Auto-Scaled Chromatogram
010 1 -
i 8
] k] -
o 0.05] .F-‘ @
= i ol o
T # 'I \'-\. .'/Il'-\.
0.00] N PR A
I I I1.IZI|ZII o IE.:ZIZII o .3.&]:!' o .4.:III o '5.:30. o IE.IZIEI. o IT.IZIEI' o IB.E-D
Mirutes
—— SampleMame CL-DS B1; Vial 35; Injection Volume 30,00; Date Acquired V2372008 8:56:47 PM
Auto-Scaled Chromatogram
0,10 "
i = o
p o
, i -
o 0.05 [41 '
= i d'- f-f
| \
EI.DU‘: — II*.____./"-. _ _"..;..1 _.'T_\.ﬂ_
L] L] L] L] 1'!13 ] L] L] L] :-h} ] L] L] L] 3:1] i L] ] L] 4_|Dﬂ L] L] ] L] 5I]D L] L] i L] GI|]D L] L] L] L] ?I:Iu Ll L] L] L] Suu
Mirutes
— SampleMame CL-DS B2; Vial 36; Injection Volume 30.00; Date Acquired 92372008 9:06:04 PM
Auto-Scaled Chromatogram
0.10+
4 )
_ b s
J -
0,051 {al !
T ] 2l ”gj:
] =1 .
T T T b ahe b ihe ek b eho
Minutes

—— SampleName CL-DS B3; Vial 37; Injection Volume 30.00; Date Acquired 2372008 9:24:31 PM
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ANEXO 3. Precision del sistema para CL

UNNERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Supenores Cuautitian C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacidn
Laboratorio de Ensayos de Desamollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR
Auto-Scaled Chromatogram
0.10 J‘
i ! -
: 8 2
] & ]
o 01057 [l |
=L ] dl' g
] I\ A
1] {]{!'t g | I:'ﬂ'v” e —L—"'—‘l — ﬁ'ﬁ ——— e}
JEE I1.E]€II JE I2.:30I I IB.E]GI JE I-fL:JEII E IS.If.](]I v IE.-!'}{II v I?".:ZIEII W IE.:}E
Minutes
—— SampleMName CL-DS B4, Vial 38; Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 9:42:57 PM
Auto-Scaled Chromatogram
0.10] I
: 3 o
] i -
5 01057 F’ O
= ] |d I'- ?\
J | S A
ﬂ-ﬂ"’}t A \ II.'.__.;.u"n__ __—5.' '-H__&. A r:_..f e o
v
% W I1.'!]".]I JE IZ.I]DI & I3.!'.]l’;|I = IJ%.I]DI E I5.:ZIDI Pk IE.:'}{II vl II".:ZIDI v IE.DE
Minutes
—— 3SampleName CL-DS B6; Vial 40; Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 10:19:52 PM
Auto-Scaled Chromatogram
.10 +
. @
i i -«
o 01057 f?'.l b
® ] :EI)I'. &
] I M,
"}{H:__ - "l Ill-.._ = _I = -_‘ L J{ \ J_
- T T T T I T \: T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 5.00
Minutes
—— SampleMName CL-DS B7: Vial 41; Injaction Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2006 10:38:19 PM
Auto-Scaled Chromatogram
0.15 )
] uh @
o og
0. I...: ﬁl L2
= - i i
< pos Ixu_:u a
E X ' _.-"|\\
0,00 - P o A -
S I1.&]".]I T I2.:30I II I3.'|:Il';lI T I4.:JDI T I5.:EII’.]I T IE.-!][.'-I T II-'.:ZIDI o IEL[!'E}

Minutes

—— SampleMName CL-DS C1; Vial 42; Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 11:34:19 PM
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ANEXO 3. Precision del sistema para DS
UNMERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Supenores Cuautiian C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacian
Laboratorio de Ensayos de Desamollo Farmacéutico (L-5)
LEDEFAR
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: CL-DS B1, CL-D3 B2, CL-DS B3, Acquired By: System
Sample Type: Standard Date Acquired: 9/23/2006 8:56:47 PM, 9/23/2008
Vial: 35, 36, 37, 38, 40, 41,42, 43, 44, Acq. Method Set Fase Movil Met_Buffer 60_40
Injection #: 1.2 Date Processed: 9/24/2008 12:16:27 PM, 9/24/2008
Injection Velume: 30.00ul Processing Method:  CL_DS 220908
Run Time: 8.0 Minutes Channel Name: Wwin Ch
Sample Set Mame:  Ensayo 23 Sep 08 Proc. Chnl. Descr:  PDA 282.0 nm
Auto-Scaled Chromatogram
.10+ i
7 [=]
: a 2
] & o
0.05 l !
2 ] el a
] Iy A
T T T T 1 GE T T T T 2|DD T T T T 3 I:]CI T T T T 4|DD T T T T 5!:]|:] T T T T El[:ID T T T T TI'-IDD T BJ-L!{}
Minutes
—— SampleMName CL-DS B1; Vial 35; Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 5:55:47 PM
Auto-Scaled Chromatogram
010 T
4 ++ =
] S 5
] bk <
.05 [1) '
e Bl 2
1 [ 1 1 I [ 1 1 [ I [ 1 1 1 | 1 1 1 [ I [ 1 1 [ I 1 [ [ [ I [ [ 1 [ I 1 |
1.00 2.00 300 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Minutes
—— SampleName CL-DS B2, Vial 36; Injection Velume 30.00; Date Acquired 9/23/2003 9:06:04 PM
Auto-Scaled Chromatogram
(.90 |
bl o3
] =
] =
o 005 [l :
= ] o a
] , . f I"\ . 7 |\\ Y
T v A A& E X
T T T T 1 Gﬂ T T T T 2IDDI T T T 3 Gﬂ T T T T 4-IJDI T T T Ehﬂ T T T Ielr}[! T T T T ?IDDI Er:-:]
Minutes
—— SampleMName CL-DS B3; Vial 37: Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 9:24:31 PM
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ANEXO 3. Precision del sistema para D8

UNNMERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautittan C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion
Laboratorio de Ensayos de Desarollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR
Auto-Scaled Chromatogram
010 T =
] ﬁ o
4 |
i H -
5 0,057 1] '
= ] ol g
] Iy A
0.007 Bk —x i - 5
Y I1.E](III o I2.::"3I o I3.l|3(]I o Iél.IEIIJI o IS.I(ZI(]I o I'E.IE-EI o I?-'.:JIZII o IE.IEE}
Minutes
—— SampleName CL-DS B4; Vial 28; Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 9:42:57 PM
Auto-Scaled Chromatogram
0.0 i
] 3 2
] F‘?’ <
5 0.05] il L
& 7 |d !II m
0,00+ — M = - e —
-— 77—
1.00 2.00 3.00 4.00 200 6.00 7.00 8.00
Minutes
—— SampleMame CL-DS B&; Vial 40; Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 10:19:52 PM
Auto-Scaled Chromatogram
0.10 I
. o
4 L] =5
5 0.05] p‘. .
e ] Id ! ]
4 | . e
ﬂ{."ﬂ__ T \ |II‘ il . _IJ FAY FAY £4
T T T T 1E]|:] T T T T 2-::lD T T T T 3||j|:] T T T T 4|DD T T T T 5::]0 T T T T Elﬂ-: T T T T ?IDD T T T T sa&
Minutss
—— SampleName CL-DS B7; Vial 41; Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 10:38:15 PM
Auto-Scaled Chromatogram
015 )
] uy w
] &
0 o
u.IDE ﬁ <
=X, A * ]
< 0.0 |H'. a
] | "._ o
0.0 o . _'I —— e -
S I1.E](III II I2.::"3I o IS.lIJGI o I-fl.IEIDI o Iﬁ.lﬂﬂl O Iﬁ.lﬂ-ﬂl o I?-'.:JIZII o IE.GE}

Minutes

—— SampleMame CL-DS C1; Vial 42; Injection Volume 30.00; Date Acguired 9/23/2008 11:34:19 PM
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En este

ANEXO 4. Linealidad del sistema para CL

UNMERSIDAD NACIKIMAL ALITONOMA DE MEXICO
Facultad da Estudios Supenores Cuautitlan C-4
Unidad Multidisciplinaria de Invesbgacion
Laboratono de Ensayos de Desamollo Farmaceutico (L-5)

LEDEFAR

LEDEFAR

anexo se muestras los cromatogramas a las distintas
concentraciones que se trabajo para poder interpolar la cantidad de contenido
quimico que presentan las muestras, ademas de permitirnos demostrar la
proporcionalidad de la relacion cantidad vs. respuesta; tanto para Clonixinato de
Lisina como Diclofenaco Sadico.

SAMPLE INFORMATION

Sampha Name:
Samipls Typec
Vial:

Imgection #:
Impection Volume:
Run Time:

Sample Set Name:

CL-D3 A1, CL-DS A2, CL-DS Ad, Acquired By: System
Standard Date Acquired: 912372008 6:58:03 PM, 97232006

31,32, 34, 36, 38, 41,45 47, 52, Acq. Method Set: Fase Movil Met_Bufier 60_40

1,2 Date Processed: G2472008 12:16:13 PM, 9242008

30.00 ul Processing Method:  CL_DS_220908

8.0 Minutes Channel Marme: Whin Chi

Ensayo 23 Sep 08 Proc. Chnl. Descr.. PDA 2820 nm

Cromatogramas de la linealidad del sistema para CL

0207

ULS—_

AL

D.10+
0.057

1

—— SampleName CL-DS C4; injection Volsme 30.00; Date Acquired 92472008 12:38:53 AM
—— SampleName CL-DS C4; Injection Volume 30.00; Date Acquired 92472008 12:25:42 AM

‘200 30 40 &S00 600

SampleName CL-DS A1; Injection Volume 30.00; Date Acquired S23/2008 6:55:03 PM
SampleMame CL-DS A4, Injection Volurme 30.00; Date Acquired S232008 80244 PM
Sampleame CL-DS A2, Injection Volume 30.00; Date Acquired S232008 7:16:34 PM
SampleMame CL-DS B2, Injection Volurme 30.00; Date Acquired 923/2008 9:05:04 PM
SampleName CL-DS B4, Ijecton Valume 30.00; Date Acqured 9232008 9:42:57 PM
SampleMame CL-DS BT, Imecton Valume 30.00; Date Acquired 9232008 10:38:19 PM

SampleName CL-DS CE; Inpection Volume 30.00; Date Acguired 2472008 1:15:52 AM
SamplaMName CL-DS D4; Inpaction Volume 30.00; Date Acguined W242008 3:16:4T7 AM
SampleMName CL-DS D5; Inpaction Volume 30.00; Date Acguined 3242008 3:44:28 AM
SampleName CL-DS DT, Inpection Valume 30.00; Date Acquired W24/3008 4:21:28 AM
SampleMName CL-DS E1; Injection Volume 30,00; Date Acquired S242008 5:26:54 AM
SampleName CL-DS E2; Injechon Volume 30,00; Date Acquired 2402008 545203 AM
SampleMName CL-DS E3; Injection Volume 30.00; Date Acquired S242008 6:03:53 AM
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ANEXO 4. Linealidad del sistema para DS
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigaciaon
Laboratorio de Ensayos de Desamollo Farmacéutico (L-5)
LEDEFAR
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: CL-DS A1, CL-DS AZ, CL-DS A4, Acquired By: System
Sample Type: Standard Date Acquired: 9/23/2008 6:58:03 PM, 9/23/2008
Vial: 31,32, 34, 36, 38, 41, 45, 47 k2, Acqg. Method Set Fasa Movil Met_Buffer 60_40
Injection # 1,2 Date Processed: 9242008 12:16:13 PM, 9242008
Injection Wolume: 30.00ul Processing Method: CL_DS_220908
Run Time: 8.0 Minutes Channel Name: Whin Chi
Sample Set Name:  Ensayo 23 Sep 08 Proc. Chnl. Descr:  PDA 2820 nm
Cromatogramas de la linealidad del sistema para DS
0.20‘_
CI.'IS‘_
> ]
z
0.107
0.05
0.00] — [

SampleName CL-DS Af;
SampleMName CL-DS A4;
SampleMName CL-DS A2;
SampleMama CL-DS B2;
SampleMame CL-DS B4;
SampleMName CL-DS BT;
SampleName CL-DS C4;
SampleName CL-DS C4;
SampleName CL-DS CB;
SampleName CL-DS D4;
SampleName CL-DS DE;
SampleName CL-DS DT;
SampleMName CL-DS E3;
SampleName CL-DS E2;
SampleName CL-DS E1;

Quimic

—— 7T T
3.00 4,00 5.00 6.00

Minutes
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 6:58:03 PM
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 7:53:33 PM
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 7:16:34 PM
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 9:06:04 PM
Injectien Volume 30.00; Date Acquired 92372008 9:42:57 PM
Injection Wolume 30.00; Date Acquired 9/23/2008 10:36:19 PM
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/24/2008 12:29:42 AM
Injection Volurne 30.00; Date Acquired 9/24/2008 12:38:53 AM
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/24/2008 1:15:52 AM
Injection Velume 30.00; Date Acquired 9/24/2008 3:16:47 AM
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/24/2008 3:44:28 AM
Injection Velume 30.00; Date Acquired 9/24/2008 4:12:17 AM
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/24/2008 6:03:53 AM
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/24/2008 5:45:23 AM
Injection Volume 30.00; Date Acquired 9/24/2008 5:26:54 AM
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ANEXO 6. Linealidad del método para CL

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTOMOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Supeniores Cuaufiflan C-4
Unidad Mulidisciplinaria de Investigacion
Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR

Los cromatogramas que se muestran en este anexo, nos muestran el
comportamiento que presentaron los analitos desde el punto mas complejo de
analisis, para determinar si se sigue conservando la linealidad en la cuantificacion
o si esta se ve modificada por la influencia de los excipientes que acompanan a la
formulacién y establecer si el método analitico es confiable para la cuantificacion.

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: d2 ASG 1™, d2 ASG 2, d2 ASG  Acquired By: System
Sample Type: Lnknown, Standard Diate Acquired: 262008 5:13:00 AM, 9262008
Vial: 27,28, 30, 33, 34, 36,40, 42, 44, Acq. Method Set Fase Mol Met_Buffer 60_40
Injection #: 1.2 Diate Processed: Q26/2008 5:46:19 PM, 9262008
Injection Volume: 3000 ul Processing Method: CL_DS_ 220908
Fun Time: 8.0 Minutes Channel Mame: Wvin Chi
Sample Set Name:  Ensayo 24 Sep 08 Proc. Chnl. Descr:  PDA 2820 nm

Auto-Scaled Chromatogram
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] é =
] = -
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T T L] T T T T T T T T T T T T Li T T T T T T T T T L T Li T T T T T T T T T T T
1.00 200 3.00 4.00 5.00 E.00 T.00 B.00
Minutes
SampleMame d2 HCF A1*; Vial 33, Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 92672008 7-38:04 AM
Auto-Scaled Chromatogram
] Fi =
2 o0+ " :
< ] d . ?‘
u-nnf N - - SWLLN
A S B B B B B B S N B B B B B B B B N R B B S B BN B B B S S B R B S B R R
1.00 2.00 300 4,00 500 6.00 T.00 B.00
Minutes

——— SampleMame d2 HCF AZ2*, Vial 34; Injection 2; Channel 296 ; Date Acquired 92672008 8:05:42 AM

Auto-Scaled Chromatogram

0107 z
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=5 E | Plj-l L
2 005 [\ @
1 ol T
o.00] Y, E— a3 & &
N
1.00 200 300 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

— SampleMame d2 HCF A4*; Vial 36; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 926/2008 8:33.29 AM
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ANEXO 6. Linealidad del método para CL

UNWVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Supenores Cuautitian C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacidn
Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR
Auto-Scaled Chromatogram
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Minutes
—— SampleName d2 HCF B1**; Vial 40; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 9/26/2008 10:10:53 AM
Auto-Scaled Chromatogram
0.1 |
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] & <
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e i o\ o
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Minutes
—— SampleName d2 HCF B3™; Vial 42; Injecticn 2; Channel 996 ; Date Acquired 9/26/2008 10:56:57 AM
Auto-Scaled Chromatogram
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Minutes
—— SampleName d2 HCF B5*; Vial 44; Injection 2; Channel 996 ; Date Acquired 9/26/2008 11:33:51 AM
Auto-Scaled Chromatogram
o 10—: ) ©
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<L DDS_: Ild .",.I- g
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o.or — e iy - x 2
" 40 200 300 400 so0  eo0 700 800
Minuies

——— SampleName d2 HCF C1**; Vial 47; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 9/26/2008 12:49:29 PM
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ANEXO 6. Linealidad del método para CL

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautitian C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion
Laboraterio de Ensayos de Desamollo Farmacéutico (L-5)

Auto-Scaled Chromatogram
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Minutes

—— SampleName d2 HCF C2*; Vial 48; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 9/26/2008 1:07:56 PM

Auto-Scaled Chromatogram
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—— SampleMame d2 HCF C4*; Vial 50; Injection 1; Channel 996 | Date Acquired 9/26/2008 1:44.51 PM
Auto-Scaled Chromatogram
0.107 T
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—— SampleMame d2 HCF H1*™; Vial 51; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 9/26/2008 2:32:55 PM
Auto-Scaled Chromatogram
D107 T
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Minutes
——— SampleMame d2 HCF H3""; Vial 53; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 9/26/2008 2:571:34 PM
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ANEXO 6. Linealidad del método para DS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan C-A
Unidad Multidisciplinaria de Investigacidn
Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: HCF A2 HCF A6, HCF A7, HCF D1, Acquired By: System
Sample Type: Standard Date Acquired: 10/28/2008 2:48:15 PM, 10/28/2008
Wial: 16,17, 18, 20, 22, 25, 27, 28, 3, 30, Acg. Method Set: Fase Movil Met_Buffer 60_40
Injection #: 1 Date Processed: 10/26/2008 4:23:31 PM, 10/28/2008
Injaction Yolume: 30.00 ul Processing Method:  CL_DS_220908
Run Time: 8.0 Minutes Channel Name: Whin Ch1
Sample Set Name:  Ensayo 28 Oct 2008 Proc. Chnl. Descr:  PDA 2820 nm
Auto-Scaled Chromatogram
010 T
i E o
4 el rr:
0.05- ) 3
- R ] | II 1
‘{ - Ild III g
] =2 | il
i . = o - A . S ¢
T T T T 1|DD T T T T QE]G T T T T S-IDDI T T T 4!3(] T T T T EBD T T T T B-IDDI T T ITIEE T T T aluu
Minutes
—— SampleName HCF AZ; Vial 3; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/28/2008 2:48:15 PM
Auto-Scaled Chromatogram
0.1 i I
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Minutes
——— SampleName HCF AE; Vial 7; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/28/2008 3:25:332 PM
Auto-Scaled Chromatogram
0.1 i |\.
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- 0.05 I_l| |I UI'J
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Minutes
—— SampleName HCF AT, Vial &; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/28/2008 3:34:53 PM
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ANEXO 6. Linealidad del método para DS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautilan C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacidn
Laboratorio de Ensayos de Desarmrollo Farmaceutico (L-5)

LEDEFAR
Auto-Scaled Chromatogram
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—— SampleMame HCF D1; Vial 16; Injection 1; Channe! 996 ; Date Acquired 10/28/2008 5:06:29 PM
Auto-Scaled Chromatogram
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—— SampleName HCF DZ; Vial 17; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/28/2008 5:15:47 PM
Auto-Scaled Chromatogram
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—— SampleMName HCF D3; Vial 18; Injection 1; Channel 995 ; Date Acquired 10/28/2008 5:25:05 PM
Auto-Scaled Chromatogram
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—— SampleMame HCF E1; Vial 20; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/28/2008 5:52:14 PM
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ANEXO 6. Linealidad del método para DS

UNIMVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautiian C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion
Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (L-5)

Auto-Scaled Chromatogram
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—— SampleMame HCF E3; Vial 22; Injection 1; Channel 536 ; Date Acquired 10/28/2008 6:10:53 PM

Auto-Scaled Chromatogram
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—— SampleMame HCF EG; Vial 25; Injection 1; Channel 536 ; Date Acquired 10/28/2008 6:38:48 PM
Auto-Scaled Chromatogram
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—— SampleMame HCF F1; Vial 27; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/28/2008 7:07:53 PM
Auto-Scaled Chromatogram
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——— SampleMName HCF F2; Vial 28; Injection 1; Channel 896 ; Date Acquired 10/28/2008 7-17-11 PM
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ANEXO 7. Reproducibilidad del método para CL

UINIVERSIDAD MACIONAL ALTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Supenores Cuautitian C-4
Unidad Mulidiscipinaria de Investigacion
Laboratonio de Ensayos de Desamollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR

Por ultimo, aqui se muestran los resultados de la evaluacion de la
reproducibilidad del método validado lo que nos permite de forma confiable y
segura la transferencia de los métodos analiticos desarrollados entre distintos
laboratorios, ademas de confirmar que el método lo puede llevar a cabo cualquier
analista siguiendo los procedimientos descritos.

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: ASG 1A ASG 1B, ASG 2H, ASG  Acquired By: Syslem

Sample Type: Unknown, Standard Diate Acquired: 92672008 8:37:23 PM, 92572008
Vial 10, 12, 13, 15, 18, 20, 21, 23, 24, Acq. Method Set Fase Movil Met_Buffer 60_40
Injection & 1,2 Date Processed: 92612008 5:46:13 PM, 9262008
Ingection Volume: 3000wl Processing Methad:  CL_DS 220908

Run Time: 8.0 Minutes Channel Nanme: Wvin Ch1

Sample Set Mame:  Ensayo 20 Oct 04, Ensayo 21 Ot Proc. Chl. Descr.:  PDA 2820 nm

Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Mrutes
SampleMame d2 ASG B4™; Vial 12; Injection 1; Channel 996 ; Date Acgquired 9252008 11:07:06 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Murutes
——— SampleMame d2 ASG B5™; Vial 13; Injection 2; Channel 996 ; Date Acgquired 92572008 11:34:47 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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bnutes
SampleMame d2 ASG BT Vial 15; Injection 2; Channel 996 ; Date Acquired 92672008 12-11:46 AM
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ANEXO 7. Reproducibilidad del método para CL

UNIVERSIDAD NAGIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautitian C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion
Laboraterio de Ensayos de Desamollo Farmaceutico (L-5)

LEDEFAR

Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Minutes

—— SampleName d2 ASG A4™; Vial 5; Injection 2; Channel 996 ; Date Acquired 9/25/2008 8:37:23 PM

Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Minutes
—— SampleName d2 ASG A5™; Vial 6; Injection 2; Channel 996 ; Date Acquired 9/25/2008 §:55:51 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Minutes
—— SampleName d2 ASG AG™; Vial 7, Injection 1; Channel 995 ; Date Acquired 9/25/2008 9:05:09 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Minutes

—— SampleMName d2 ASG H4™; Vial 23; Injection 1; Channel 995 ; Date Acquired 9/26/2008 3:29:35 AM
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ANEXO 7. Reproducibilidad del método para CL

UNNERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautitian C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion
Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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—— SampleName d2 ASG H5*; Vial 24; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 9/26/2008 3:48:05 AM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
: |+
010 ﬁ g
] Fa <
o | 1 H 'I i
x E.ﬂE-—: Iﬁ g
] | \'\\ FNE
D0 " i Fa — A A A
S I'HI](]I o I2.IEIIZII C IS.E]f.]I o I-fLIEIIZII C I5.I(Ilf.2|I II Iﬁ.’!]‘-l]l II IT".IEIDI T IB.{!E

Minutes

—— SampleName d2 ASG HE*™; Vial 25, Injection 2, Channel 996 ; Date Acquired 9/26/2008 4:15:43 AM

Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Winutes
—— SampleName ASG 1A; Vial G; Injection 1; Channel 995 ; Date Acquired 10/20/2008 8:11:55 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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—— SampleName ASG 3A; Vial 8; Injection 1; Channel 995 ; Date Acquired 10/20/2008 8:30:31 PM
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ANEXO 7. Reproducibilidad del método para CL

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautitian C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion
Laboratorio de Ensayos de Desamallo Farmaceutico (L-5)

LEDEFAR
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Minutes
—— SampleName ASG 4A; Vial 9; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/20/2008 8:39:49 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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—— SampleName ASG 18; Vial 10; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/20/2008 8:54:35 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Winutes

—— SampleName ASG 35; Vial 12; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/20/2008 9:13:11 PM

Cromatogramas de la reproducibilidad del método para CL
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Winutes

——— SampleName ASG 45; Vial 13; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/20/2008 5:22:28 PM
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ANEXO 7. Reproducibilidad del método para DS

UNMERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautiian C4
Unidad Multdisciplinaria de Investigacian
Laboratorio de Ensayos de Desamollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: ASG 1A, ASG 1G, ASG 2E, ASG Acquired By: System
Sample Type: Unknown, Standard Date Acquired: 9/24/2008 5:04:13 PM, 9/24/2008
Wial: 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, Acg. Method Set: Fase Movil Met_Buffer 60_40
Injection #: 1,2 Date Processed: 9/24/2008 5:29:00 PM, 9/24/2008
Injection Volume: 30,00 ul Processing Method: CL DS 211008, CL_DS 220908
Run Time: 8.0 Minutes Channel Name: Whin Ch1
Sample Set Mame:  Ensayo 20 Oct 04, Ensayo 21 Oct  Proc. Chnl. Descr:  PDA 282.0 nm
Cromatogramas de la reproducibilidad del metodo para DS
] | —
0.0 E =
. ~
] [ :
2 0.05 -:j g
] [\
1 I % A
0.00 . Gl =
T T T T 1 DD T T T T :IJD T T T T 3|DD T T T T dID[:I T T T T 5-IUDI T T T GI!]G T T T T TI'-IDD T T T T B-I!]U
Minutes
SampleMame HCF 1A; Vial 2; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 4:55:57 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
1 )
4 o
0.1 i
] Im. =t
e | ] | '
- 0os] B @
I S . "N A
o Vv fa pay pay FaY
1 !}D- 2.:30 3_|!_'||'_'| 4.:30 5.:1]0 6. IJD ?.:JIII B.‘l.]-ﬂ
Minutes
——— SampleName HCF 24; Vial 3; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 5:05:16 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
1 I
] @
0.10] ~
1 r.j' =+
e | ] | 1
2 005] B| @
1 | & AN
0.007 — FaY = - S
1.00 200 300 4.00 5.00 5.00 7.00 5.00

Minutes

—— SampleMName HCF 3A; Vial 4; Injection 1; Channel 996 ; Date Acguired 10/21/2008 5:14:36 PM
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ANEXO 7. Reproducibilidad del método para DS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautiian C-4
Unidad Multdisciplinaria de Investigacion
Laboraterio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR

Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS

] ]
os0] ] 7
2 ] |:'l':'ll ‘1'.
? 0] g 2
] |I i z|
5 oo = — L .
0.007 \ iy a8 Py Fi)
1.00 200 200 400 .00 5.00 7.00 8.00
Winutes
—— SampleMName HCF 1E; Vial 10; Injection 1; Channel 896 ; Date Acquired 10/21/2008 6:36:40 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
] ]
00 ] 3
4 iy .ql-
z 0.05 ,SI'. @
] |\ A
0.0 i E_-__’_, _",_1'_':_.
" 400 200 300 400  s00 g0 700 800
Minutes
—— SampleMName HCF 2E; Vial 11; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 5:46:01 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
] ]
] o -t
010] 3 3
] o =t
= ] [ '
< oos; Bl 2
E .II \ " ..-'i‘\
o] i il E— O 8K B
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
1.00 200 3.00 4.00 5.00 8.00 7.00 800
Minutes
—— SampleMName HCF 3E; Vial 12; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 6:55:21 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
] é o
0.1 ™ o
5 i i
< 005 =) a
: I\ oA
"7 4o T2 Tabe | 4bo | spo | so0 700 800
Minutes

—— SampleName HCF 1G; Vial 14; Injection 1; Channel 396 ; Date Acquired 10/21/2008 7-19:30 PM
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ANEXO 7. Reproducibilidad del método para DS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautilan C-4
Unidad Multidisciplinaria de Investigacidn
Laboratorio de Ensayos de Desarmrollo Farmaceutico (L-5)

Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS

LEDEFAR

LEDEFAR

J'l
3
0.10+ ~
0 n:—: !—If" w
0.057] F_}'II a
; |I II"\ rf--\.
0.0+ L - ok 7o -
S w0 ‘20 0 Tae | 400 spe soe 700 8.00
Minutes
—— SampleName HCF 2G; Vial 15; Injection 1; Channel 396 ; Date Acquired 10/21/2008 7:28:49 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
| | o
: I 1 | I
0.0 o\ a
] | 4
4 | "\\ l.-'l \',‘
0.00H = ST —x Y . TR 1
S I1.i}ﬁI T I2_:ZIEII o IS.I!:It]I o I4_:3IZII o Iﬁ.:ﬂﬂl L IEl[ll[!lI L I'.l'.:III:II I B.’IJE
Minutes
—— SampleMName HCF 3G; Vial 16; Injection 1; Channel 995 ; Date Acquired 10/21/2008 7:38:09 PM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
|
] &
0.10 b §
] | <
] =
5.5_.: e ?
EL"L"‘: —n" = ‘EJI \"'—:v\__ :.-' -\"—:i_\‘.
T T T T 1|!I]CI T T T T 2 |DD T T T T SE]EI T T T T 4-|DD T T T T 5!3(] T T T T E!}:} T T T T ?-IDD T T B:.!lﬂl
Minutes
—— SampleName HCF 1A; Vial 27, Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 12:00:07 AM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
_ %
0.1 S
] f'." b
0.05] ol a
] I
1 | ".\ 'I N
0.00] = B 5 K &
S I1.IEIIZII T IE.I[Il[!lI T I3IIZIDI o Id.l[!l[llI o I5_:3E|I o IE.I!.]l'_'lI T I'.l'_IEII:II I S.I!]t]
Minutes
—— SampleMame HCF 2A4; Vial 28; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 12:09:26 AM
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ANEXO 7. Reproducibilidad del método para DS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores Cuautitian C-
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion
Laboraterio de Ensayos de Desamollo Farmacéutico (L-5)

LEDEFAR

Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS

1 )
i r~
0.10+ 2 [
0 b ¥
<L =] i_]ll
005 e | g
] N r|
1}_{3,;}: - e i ﬁ - i e o= S——
" 40 200 as0 abo spo o0 700 800
Minutes
—— SampleName HCF 34A; Vial 29; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 12:18:45 AM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
] ]
4 [su]
0.1 ﬁ 3
] 4 =
2 o8] L w
E : IU III. ﬁ
] : i K s,
0.00] / 7 Fal 7 7
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Minutss
—— SampleMame HCF 1EMial 35; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 1:25:38 AM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
] !
] ]
0.10+ H i%
] | -
3 n ] 'III gl:]
= E‘I .d | "—F
0.0 T sy 5-’-; S —
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Minutes
—— SampleName HCF 2EVial 36; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 1:34:58 AM
Cromatogramas de la reproducibilidad del método para DS
: I
] o
0.0 o~
: i 5
= ] ul'l '
< 005 ol a
] | I'\_ o,
0.00] i A A & 5
"7 7 400 200 a0 400 s ebo | 7o0 800

Minutes

—— SampleMName HCF 4EVial 38; Injection 1; Channel 996 ; Date Acquired 10/21/2008 1:53:34 AM
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Atte: HCF
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