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RESUMEN

El analisis por HPLC, de productos farmacéuticos son una necesidad y de uso rutinario. Esta
técnica evita errores que conllevan a situaciones de riesgo al usuario, garantizando que la dosis
prescrita llegue al paciente en la cantidad apropiada. En la rutina de laboratorio reduce
repeticiones analiticas y facilita mayor rapidez en los andlisis que adecuadamente validadas dan
confiabilidad a los resultados. Las farmacopeas vigentes contemplan en la mayoria de los casos
andlisis por HPLC para monofarmacos o asociaciones de dos o mas principios activos por
separado lo cual demanda un mayor tiempo de andlisis y un mayor costo. La validacién es el
proceso establecido para la obtencion de pruebas documentadas y demostrativas de que un
método de andlisis es lo suficientemente fiable y reproducible para producir el resultado previsto
dentro de los intervalos definidos. La validacién de un método analitico es un requisito necesario
para cumplir con las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y asi asegurar la calidad del
medicamento. El presente trabajo plantea el uso de un solo método analitico por HPLC para un
producto farmacéutico en presentacion de Crema que contiene en su formulacion dos principios
activos: Clotrimazol y Dexametasona Acetato, los cuales se determinan en un solo analisis, el cual
seguidamente fue validado para determinar asi la aplicabilidad del método. En la validacion del
método analitico se evaluaron una serie de parametros que estan indicados en obras oficiales,
como son: selectividad, linealidad, precision, exactitud y robustez. Posteriormente, se elaboré el
Protocolo de validacién del método de andlisis, para lo cual se conté con el disefio experimental y
los procedimientos estadisticos, concluyéndose asi que el método analitico propuesto es
selectivo, lineal, preciso, reproducible y exacto; y de esta manera comprobamos la validez del

método analitico desarrollado.

PALABRAS CLAVE: Validacion, Método Analitico, Cromatografia Liquida de Alta Performance,

Dexametasona Acetato, Clotrimazol.



SUMMARY

The analysis for HPLC of pharmaceutical products is a necessity and of routine use. This
technique avoids mistakes that make risk situations to user, guaranteeing that the prescribed dose
arrives at the patient in the appropriate amount. In the laboratory routine it reduces analytical
repetitions and it facilitates greater rapidity in the analysis that suitably validated give
trustworthiness to the results. The effective pharmacopeias contemplate in the most of the cases
analysis for HPLC, for monodrugs o associations of two or more actives principles which demands
a greater time of analysis and greater cost. The validation is the process established for the
obtaining of documented and demonstrative tests that an analysis method is the sufficiently
trustworthy and reproducible for produce the result anticipated inside the defined intervals. The
validation of an analytical method is a requirement necessary to fulfill the Good Practices
Manufacture (BPM) and thus to assure the quality of medicament. The present work shows the use
of a single analytical method for HPLC for a pharmaceutical product in cream presentation that
contains in its formulation two actives principles: Clotrimazole and Dexamethasone acetate, which
are determined in a single analysis, which after was validated to determine thus the applicability of
the method. In the validation of analytical method a series of parameters was evaluated that are
indicated in official works, as they are: selectivity, linearity, precision, exactitude and robustness.
Later, the Protocol of Validation of analysis method was elaborated, for which it counted on the
experimental design and the statistical procedures, concluding so the proposed analytical method
is selective, linear, precise, reproducible and exact; and this way we verified the validity of

developed analytical method.

KEY WORDS: Validation, Analytical Method, Chromatography Liquid of High Performance,

Dexamethasone Acetate, Clotrimazole.



I. INTRODUCCION

El analisis por HPLC, de productos farmacéuticos son una necesidad y de uso
rutinario. Esta técnica evita errores que conllevan a situaciones de riesgo al usuario,
garantizando que la dosis prescrita llegue al paciente en la cantidad apropiada.

En la rutina de laboratorio reduce repeticiones analiticas y facilita mayor rapidez en los
andlisis que adecuadamente validadas dan confiabilidad a los resultados.La validacién
de métodos analiticos se fundamenta en la determinacién de diversos parametros, que
se aplican de acuerdo con la categoria a la que pertenezcan.

La validaciéon en si proporciona un alto grado de confianza y seguridad del método
analitico y se realiza con caracter obligatorio cuando se desarrolla un nuevo
procedimiento, ya que permite asegurar que el método propuesto hace lo que tiene
que hacer.7

Para el cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura (GMP) la validacion es
un requisito indispensable que esta establecido por las agencias reguladoras y libros
oficiales. La validaciéon es parte integral del desarrollo de un método de andlisis,
puesto que sin fiabilidad de los resultados analiticos es imposible asegurar que un
medicamento cumple con las especificaciones exigidas, ademas, contribuye a
garantizar la calidad y asegurar las propiedades de calidad de un producto terminado.
La calidad de los resultados analiticos debe estar amparada mediante la fiabilidad y
reproducibilidad del método analitico utilizado en su obtencion y esta demostracién
debe estar debidamente documentada con el detalle de la preparacion de las muestras
efectuadas y datos obtenidos.

Conscientes de la importancia del tema, entidades de caracter oficial como la FDA,
OMS, USP, ICH ademas de las farmacopeas europeas consignan a la ineludible

necesidad de la validacidén en procesos analiticos.



Hoy en dia la validacién es un tema que muestra un interés creciente en la Industria
Farmacéutica debido al mayor énfasis que a puesto la industria en afos recientes en
los temas de Aseguramiento de la Calidad y mejora de la productividad. La validacion,
por tanto, forma parte importante en un programa de Aseguramiento de la Calidad y es

fundamental para una eficiente operacion de produccion.



Il. GENERALIDADES

2.1 CALIDAD EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

2.1.1 CALIDAD

Segun la International Organization for Standardization (ISO):

Es el conjunto de propiedades y caracteristicas de un producto, proceso o servicio que
le confiere la aptitud de satisfacer las necesidades y las expectativas del cliente. (ISO

8402-1986).

CALIDAD

t F

CALIDAD TOTAL O INTEGRAL l

GRAFICO N° 1 — Integracién de calidad (ISO 8402-1986)

2.1.2 ADMINISTRACION DE LA CALIDAD EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

En la Industria Farmacéutica, la administracién de la calidad se define como el aspecto
de la funcién administrativa que determina y pone en practica la Politica de la Calidad
es decir la orientacion y las intenciones generales de un organismo en lo que respecta
a calidad, en la forma como lo expresan y lo autorizan las autoridades superiores de

dicho organismo.

Los elementos bésicos de la administracion de la calidad son los siguientes:
a) Sistema de Calidad que comprende la estructura, procedimientos procesos y

recursos.



b) Garantia de la Calidad, concepto que involucra las medidas que se adoptan para

asegurar que el producto satisface determinadas condiciones de calidad.

Los conceptos de Garantia de la Calidad, Buenas Practicas de Manufactura (GMP),
Buenas Practicas de Laboratorio (GLP) y Control de Calidad, constituyen aspectos de

la administracién de la calidad y se relacionan entre si. "

2.1.3 GARANTIA DE LA CALIDAD

Es el conjunto de medidas que deben adoptarse con el fin de asegurar que los
productos farmacéuticos sean de la calidad requerida para el uso al que estan
destinados. Por lo tanto, Garantia de la Calidad incorpora las Buenas Practicas de
Manufactura (GMP) y otros conceptos; incluyendo aquellos que van mas alla del

alcance de estos lineamientos, tales como el disefio y el desarrollo del producto.®”

2.1.3.1 BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA (GMP)

a) Marco Legal
e |Ley general de salud: Ley N°26842.
¢ Reglamento para el Registro, Control y Vigilancia Sanitaria de Productos
Farmacéuticos y Afines: D.S. N°010-97-S.A.
e Manual de Buenas Practicas de Manufactura de Productos Farmacéuticos:
R.M. N°055-99-SA/DM del 08 de Febrero de 1999.
e Manual de Buenas Practicas de Manufactura de Productos Cosméticos: R.M.

N°518-99-SA/DM del 20 de Octubre de 1999.

b) Concepto

Son el conjunto de normas que tanto la Industria Farmacéutica como la Industria
Cosmética ponen en practica con el fin de asegurar la calidad de los productos que
fabrican, debiendo para ello tomar las medidas necesarias a través de procesos

estandarizados.



Las Buenas Practicas de Manufactura establecen que todas las operaciones,
procesos, métodos o técnicas deben ser reguladas o estrictas y deben ser cumplidas y
supervisadas por profesionales de diverso grado de titulacion, con la suficiente

responsabilidad.

Escribir los procedimientos y normas.

Seguir los procedimientos estrictos.

Documentar el trabajo con los registros correspondientes.
Validar los procesos.

Disenar y construir las instalaciones y equipos adecuados.

Dar mantenimiento a las instalaciones y equipos.

Ser competente (como resultado de la educacion, capacitacion y experiencia).

Mantener limpias las instalaciones y los equipos.
Controlar la calidad.

Formar y evaluar al personal para el cumplimiento de todo lo anterior.

GRAFICO N° 2 — Los Diez Mandamientos de las GMP

2.1.3.2 BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO (GLP)

Son normas y procedimientos de operaciones oficiales considerados como
requerimientos minimos para promover la calidad e integridad de un producto.

Las Buenas Practicas de Laboratorio nacen de la necesidad de contar con datos
analiticos de confianza y un seguimiento de todo el proceso, para poder juzgar sobre
la seguridad de un producto. @

Las Buenas Practicas de Laboratorio, pretenden asegurar la calidad y validez de los
datos de los analisis. Ademas, facilita el comportamiento adecuado del estudio,
promueve su exacto y completo reporte de los medios por los cuales se puede verificar

la integridad de los mismos.

a) Control de Calidad
El Control de Calidad es parte de las Buenas Préacticas de Manufactura y comprende

el muestreo, especificaciones y ensayos como también a procedimientos de



organizacion, documentacién y autorizacién que aseguren que los ensayos necesarios
y pertinentes realmente se efectlen, y que no se permita liberacion de los materiales,
ni se autorice la venta o suministro de los productos, hasta que su calidad haya sido
aprobada como satisfactoria. El control de calidad no se limita a las operaciones de
laboratorio, si no que se debe estar presente en todas las decisiones concernientes a
la calidad del producto.

Los métodos de ensayo deben ser validados. "

b) Normas Correctas del Laboratorio Analitico

Para validar un método analitico, se requiere en primer lugar, un entorno de trabajo

que garantice la seguridad de los resultados que se obtengan.

La garantia de la calidad de los resultados obtenidos en un laboratorio analitico

requiere actuar mediante procedimientos correctos, previamente establecidos, que se

definen como normas correctas del laboratorio analitico.

Esta norma incluye, entre otros, los siguientes aspectos:

e Buena organizacion funcional.

e Personal suficiente y adiestrado.

e Instalaciones adecuadas y suficientes.

e Métodos descritos, disponibles, actualizados y aprobados.

e Equipos y aparatos apropiados, calificados y en buen estado de funcionamiento.

e Procedimientos apropiados para la toma de muestra.

e Utilizacion de reactivos apropiados y soluciones valoradas idéneas.

e Utilizacion del material auxiliar (vidrio, etc.) apropiado y en perfectas condiciones
para su uso.

e Utilizacién de patrones y muestras de referencias correctas.

e Verificacion — supervision de los resultados obtenidos y que los registros de los
andlisis efectuados sean auditables.

e Adecuada informacién y comunicacién de los resultados obtenidos.



e Higiene y seguridad.

e Autoinspeccion. @®

2.2 VALIDACION

2.2.1 CONCEPTO

La validacion se define como el establecimiento de pruebas documentadas que
aportan un alto grado de seguridad de que un proceso planificado se efectuara
uniformemente en conformidad con los resultados previstos especificados. Los
estudios de validaciéon son aplicables a las pruebas analiticas, los equipos, los
sistemas y servicios de establecimientos (como aire, agua, vapor) y procesos (como el

de fabricacion, limpieza esterilizacién, llenado estéril, liofilizacién, etc.). "

2.2.2 IMPORTANCIA

e Asegura que el producto elaborado cumple en forma consistente y repetitiva con
sus especificaciones y atributos de calidad.

e Ayuda a cumplir los objetivos de productividad establecidos.

e Permite disminuir los costos de proceso. ?

2.2.3 TIPOS DE VALIDACION

a) Validacion Prospectiva

Es la que se realiza sobre un proceso antes de que sea implementado, el cual puede
darse para la fabricacion de nuevos productos, cuando hay cambios fundamentales en
un proceso o cuando se incorpora un equipo o sistema para uso.

Es la validacion que comunmente se elige porque nos asegura el éxito del proceso
antes de su implementacion, ademas que se pueden elegir y controlar las variables a
ensayar en el proceso.

b) Validacion Retrospectiva

Es la que se realiza sobre el analisis de ensayos ya elaborados, en la cual se revisa y

analiza con métodos estadisticos los parametros fisicos y los resultados analiticos de



por lo menos 10 a 30 consecutivos, no debiendo existir cambios en la formulacién,
modificaciones sustanciales de equipo o instalaciones, ni cambios en el método de
ensayo. El proceso se considera valido si al menos el 95% de los resultados analiticos
cumplen con las especificaciones internas y al menos el 90% de los controles de
proceso no tienen variaciones significativas. '® 2

c) Validacidon Simultanea

Es la que se produce cuando es imposible completar la validacion antes de la puesta
en el mercado del producto farmacéutico. Se da si sélo se ha producido un limitado
numero de lotes o si los lotes no se producen frecuentemente o talvés si la fabricacion
se ha producido con modificaciones y las pruebas demuestran que los parametros
estén conformes. En este caso, se incrementan las pruebas del nimero de anélisis. ?
d) Revalidacion

Se realiza cuando un método validado ha sido modificado en alguno de los pasos del
procedimiento establecido, o se ha variado alguno de los instrumentos, reactivo o
material empleado originalmente, y se realiza en periodos establecidos. @ 2

2.2.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Es el establecimiento de la evidencia documental de que un procedimiento analitico
conducira, con alto grado de seguridad, a la obtencion de resultados precisos y
exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente
establecidos. @ ©®

Con la validaciéon de métodos se demuestra que un método analitico es adecuado
para la aplicacion previa. Para demostrar que los resultados para una aplicacion
especial caen dentro de una desviacién de medida definida, es preciso comprobar el
método. "

El laboratorio debera validar:

e Métodos no estandarizados.

e Métodos no disenados o desarrollados internamente.



e Métodos estandarizados usados fuera del alcance propuesto.
e Ampliaciones o modificaciones de métodos estandarizados.
e Cuando se realizan algunos cambios en los métodos no estandarizados ya
validados, se debe documentar la influencia de tales cambios y, si es necesario, se
debe efectuar una nueva validacion.
La validacién de métodos analiticos incluye:
e La especificacion de los requisitos.
e Ladeterminacion de las caracteristicas de los métodos.
e Una verificacion de que se pueden cumplir los requisitos al usar el método.
e Una declaracion de su validez. '®
La técnica para determinar el funcionamiento de un método puede ser una de las
siguientes o su combinacién:
e (Calibracion con el uso de normas o materiales de referencia.
e Comparacioén de resultados obtenidos por otro(s) método(s).
e Comparacion entre laboratorios.
e Evaluacion sistémica de los factores que influyen en los resultados.
e Evaluacion de la incertidumbre de los resultados basados en el conocimiento

cientifico de los principios teéricos del método y la experiencia practica.

a) IMPORTANCIA
e Se demuestra que los métodos son adecuados a los analisis propuestos en las
condiciones descritas, ya que la validacion es la herramienta que permite
obtener las pruebas documentales al respecto.
e Se trabaja con métodos que ofrecen confianza y seguridad en los resultados, lo
cual a su vez minimiza el nimero de fallos y repeticiones permitiendo un

importante ahorro de costos.



e Trabajar con métodos validados permite no sélo el conocimiento del método
analitico sino también cumplir con las exigencias legales (GMP), con el fin de

asegurar la calidad y eficacia del producto. @ © 29

b) INICIO DE UNA VALIDACION
La validacion empieza en la planificacion, formalizada usualmente a través de un plan
maestro de validacion (PMV).
e Esta planificacion incluye prever la realizacion de todas las instancias de
calibracion, mantenimiento, capacitaciéon, desarrollo de documentos, etc., que
corresponda, antes de comenzar con las actividades de validaciéon propiamente

dichas. (19 (22) (29)

c) PLAN MAESTRO DE VALIDACION (PMV)

Desarrollo planificado y sistematico de todas las actividades relacionadas que atafie al
establecimiento en su totalidad y en el que se describe que equipos, sistemas,
métodos y procedimientos habran de validarse y cuando lo seran. En el documento
debera de especificarse la forma de presentacion necesaria para cada documento de
validacién (IQ, OQ, PQ en el caso de equipos y sistemas; validacién de procesos;
validacién de métodos analiticos) e indicar que tipo de informacion debera reflejarse
en cada momento.

El plan maestro de validacién indicara también porque y cuando se efectuaran las
revalidaciones, ya sea después de hacerse modificaciones o cambios en la ubicacién
de equipos o sistemas, cambios de los procesos o0 equipos usados en la fabricacién, o
cambios en los métodos de valoracion o equipos utilizados en las pruebas.

El orden en que cada parte del establecimiento sera validada habra de especificarse

en el plan maestro de validacién. (% #?

c1) Contenido

1. Objetivos
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2. Alcance
3. Responsabilidades
4. Cronograma de trabajo
- Actividad y/o proceso a realizar
- Tipo de validacion
- Programacién anual
- Fases
Identificacion de las necesidades
Elaboracién de los protocolos de validacion
Realizacién de las pruebas analiticas
Recopilaciéon de datos
Analisis de los resultados
Conclusiones #?
d) DOCUMENTOS DE LA VALIDACION
La documentacion es una parte esencial de la validacion ya que interviene en todo el

proceso. El siguiente esquema resume las fases de que consta una validacién. @ ©

T TPROTOCOLO DE VALIDACION
}
" REALIZACION DE LA VALIDACION
¢ ‘ y
FTEVALUACION DE LOS RESULTADOS ANALITICOS
4__-—

INFORME DE VALIDACION

_4

CERTIFICADO DE VALIDACION

A

GRAFICO N° 3 — Fases de una validacion
11 -



e) PROTOCOLO DE VALIDACION

Un protocolo es un conjunto de registros que permiten documentar el proceso de
validacién, en el se describen los detalles de un estudio integral planificado para
investigar el funcionamiento uniforme de un nuevo sistema/equipo, un nuevo
procedimiento o la aceptabilidad de un nuevo proceso antes de ejecutarlo. Los
protocolos incluyen antecedentes importantes, explican el fundamento logico y el
objetivo del estudio, ofrecen una descripcién completa de los procedimientos que
habran de seguirse, fija los parametros que habran de medirse, describen como se
analizan los resultados y facilita los criterios de aceptacion determinados con
anterioridad para extraer las conclusiones. Los estudios de validacion, los estudios de
estabilidad y los estudios clinicos son ejemplos de protocolos escritos para la industria
farmacéutica.

Los protocolos de validacién son importantes para asegurar que se recaben pruebas
documentadas a fin de demostrar que un equipo, un sistema, un proceso o un método

analitico se desempefian uniformemente en conformidad con el nivel especificado. '

f) CERTIFICADO DE VALIDACION

El certificado de validacion o documento formal de aprobacién que emite el laboratorio
con los resultados obtenidos para cada pardmetro, debe ser firmado por las personas
responsables. Este certificado puede ser independiente, incluyendo un resumen del
protocolo de validacién y de los resultados obtenidos, o bien anexarse al final del
informe.

Los documentos referentes a la validacion se archivaran adecuadamente durante todo

el tiempo de vida del producto. ® ® ©
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Compromiso de la empresa con la validacién como
parte del aseguramiento de la calidad

v

Desarrollo del PMV

v

Aprobacién del PMV

Desarrollo de los protocolos necesarios - > Identificacion de las necesidades de documentacion, capacitacion,
relacionados mantenimiento v / o calibracién

Aprobacién de los protocolos necesarios Cumplimiento de las necesidades identificadas en la
relacionados etapa anterior

Actividades de validacién de acuerdo a lo indicado en cada <
protocolo

!

Registro de resultados

l

Informe de validacion

!

¢, Cumple con los
requisitos
establecidos?

No
—» Moadificacion del equipo o proceso

Si

Aceptacion del equipo proceso

GRAFICO N° 4 — Flujograma de conceptos relacionados con el PMV

2.2.5 DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO

No existe una guia oficial que indique la secuencia de experimentos analiticos
necesarios para el desarrollo de un método, ya que esto depende del método en si
mismo. No obstante el desarrollo légico de un método analitico transcurre en
diferentes fases.

a) Caracteristicas de Practicabilidad

Han de evaluarse los parametros de practicabilidad del método analitico: precision

exigible, sensibilidad deseable, grado de selectividad, tiempo, costo, tamafio de la
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muestra, cualificacion del personal, tipo de equipo e instrumentacién, condiciones de
seguridad, etc.

b) Caracteristicas de Idoneidad

La puesta a punto del método analitico incluye desde los primeros estudios de tanteo
con patrones, hasta la utilizacion del método en muestras reales que garanticen el
buen funcionamiento del sistema en el momento del andlisis.

c) Caracteristicas de Fiabilidad

Esta dltima etapa permitira conocer las caracteristicas de fiabilidad del método para su
aplicacion rutinaria. Dichas caracteristicas son las que demuestran la capacidad de un
método analitico para mantener a lo largo del tiempo los criterios fundamentales de

validacion. @ ®

2.2.6 PARAMETROS DE VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
Las caracteristicas de desempefo de un método analitico se expresan en funcién de

los parametros analiticos. Estos parametros analiticos considerados en validacion son:

a) SELECTIVIDAD

Capacidad de un método analitico para medir y/o identificar simultanea o
separadamente los analitos de interés, de formas inequivocas, en presencia de otras
sustancias quimicas que pueden estar presentes en la muestra.

Frecuentemente el término ESPECIFICIDAD se utiliza como sinénimo del anterior,
aunque deberia reservarse para aquellas situaciones donde la respuesta obtenida solo
se puede producir con una Unica entidad quimica, algo que no es posible cuando se
refiere a procedimientos analiticos que emplean instrumentaciéon no especifica. Como
existen muy pocos métodos que den respuesta s6lo a un Unico analito, el término
selectividad es normalmente mas apropiado.

La selectividad de un método analitico se deberia determinar antes de iniciar el estudio

de cualquier otro parametro de validacién, dado que debe conocerse en que grado la
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respuesta del método es Uinicamente proporcionada por el analito, sin interferencias de

otras sustancias relacionadas con el de una u otra forma.

b) LINEALIDAD Y RANGO

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son
directamente (o por medio de transformaciones matematicas) proporcionales a la
concentracion del analito en la muestra dentro de un rango establecido.

Siempre que sea posible se buscara una respuesta de tipo lineal que facilitara su
trazado, interpolacién e interpretacion.

El RANGO se define como el intervalo entre la concentraciéon superior e inferior de
analito para el cual se ha demostrado la correcta precisién, exactitud y linealidad del
método descrito.

Aunque el proceso légico consistiria en evaluar cuales son los limites de concentracién
en los que el método analitico pierde su linealidad, normalmente se toma como punto
de partida un intervalo de concentraciones ya establecido de acuerdo con la
experiencia, el conocimiento analitico de la técnica empleada y principalmente en

funcién de las especificaciones.

c) PRECISION

La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersién) entre una serie
de medidas de tomas mdultiples a partir de una misma muestra homogénea en las
condiciones prescritas.

La procedencia de las muestras destinadas al estudio de la precisién puede ser de
muestras reales o preparadas en el laboratorio.

El objetivo del estudio de la precision es conocer la variabilidad o el mas — menos del
método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes a todo
método de ensayo. Como consecuencia de la existencia de estos errores, los andlisis
efectuados sobre muestras idénticas, en las mismas circunstancias, no conducen

generalmente a resultados idénticos. Los factores susceptibles de influir sobre los

-15-



resultados de ensayo no pueden ser siempre controlados (analistas, equipo
instrumental, reactivos, tiempo, etc.) de aqui la importancia del estudio de la precision.

La precision engloba diferentes tipos de estudio:

PRECISION

|
: I !

Repetibilidad Precision Intermedia Reproducibilidad

|
l l

Repetibilidad Repetibilidad
Instrumental del método

GRAFICO N° 5 — Precisién y sus diferentes tipos de estudio

c.1) Repetibilidad

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la misma
muestra en las mismas condiciones operativas (por un mismo analista, con los mismos
aparatos y reactivos, etc.) en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.

La repetibilidad se expresa matematicamente por el coeficiente de variacion
(desviacién estandar relativa) de una serie de medidas.

Uno de los factores que mas puede influir en la repetibilidad del método de andlisis es
la concentracion del analito, ya que la desviacién estandar de las respuestas obtenidas

aumenta al disminuir la concentracién del analito.

c.2) Precision Intermedia
Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de andlisis sobre la misma
muestra pero en condiciones operativas (diferentes analistas, aparatos, dias, etc.) y en

un mismo laboratorio.
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En el estudio de la precision intermedia se deben considerar aquellas circunstancias
en las que se pretende desarrollar el método de ensayo. El analista debe evaluar los
efectos causados al variar una serie de factores. Tipicos factores a estudiar incluyen el
dia, el analista, el instrumento, etc.

No es necesario estudiar cada uno de estos factores individualmente si no que es
suficiente comprobar que la variabilidad aportada por el conjunto de factores esta

dentro de los limites establecidos.

c.3) Reproducibilidad

Estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y en distintos
laboratorios. La precisién de un método analitico se expresa generalmente como el
coeficiente de variacién (CV) de una serie de medidas.

La reproducibilidad de dicho método de analisis se determina analizando una serie de
alicuotas procedentes de lotes homogéneos en diferentes laboratorios, diferentes
analistas y utilizando condiciones operativas y ambientales distintas pero siguiendo el

procedimiento descrito en el método. @ ®) (28)

- Factores de variacion en el estudio de la precision.

Factores Repetibilidad | Precision Intermedia | Reproducibilidad
Instrumento Igual Diferente Diferente
Dia de andlisis Igual Diferente Diferente
Analista Igual Diferente Diferente

Otros factores (por ejemplo:

Columnas, Reactivos,
Igual Diferente Diferente
condiciones ambientales)

Laboratorio Igual Igual Igual
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d) EXACTITUD

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que es
aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y el valor
experimental encontrado.

No deben confundirse exactitud y precisién. La precision esta relacionada con la
dispersion de una serie de mediciones, pero no da ninguna indicacion de lo cerca que
esta del valor verdadero.

Se puede tener mediciones muy precisas pero poco exactas; sin embargo, para que

un método sea exacto se requiere un cierto grado de precision. @ ¥

VALOR DE REFERENCIA ACEPTADO

Método de referencia patron Métode de referencia validado

GRAFICO N° 6 — Exactitud y sus diferentes tipos de estudio

e) LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

e1) Limite de Deteccion (LD)

Se entiende por limite de deteccion la minima cantidad del analito en la muestra que
se puede detectar aunque no necesariamente cuantificar bajo dichas condiciones
experimentales.

El limite de deteccidn es por tanto un término sélo cualitativo.

En ambos términos se encuentra un rango de concentraciones en las que si bien no
puede cuantificarse el analito en cuestién con razonable certeza, si puede detectarse

su presencia sin incurrir en falsos positivos. @ @ 8
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e2) Limite de Cuantificacion (LC)

Se entiende por limite de cuantificacion de dicho método, la minima cantidad de
analito presente en la muestra que se puede cuantificar, bajo las condiciones
experimentales descritas, con una adecuada precision y exactitud.

El limite de cuantificacion es por lo tanto un término cuantitativo.

f) ROBUSTEZ

La robustez de un método analitico es la medida de su capacidad para permanecer
inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos pardmetros,
proporcionando idea de su fiabilidad “estabilidad” durante su empleo en rutina.

Es por tanto la capacidad que demuestra el procedimiento de analisis para
proporcionar resultados validos en presencia de pequefos cambios respecto de las

condiciones descritas en el método, susceptible de producirse durante su utilizacién. ©

(3) (28)

g) IDONEIDAD DEL SISTEMA

El test de idoneidad del sistema (system suitability test) consiste en un conjunto de
ensayos que permitan comprobar en el momento de la utilizacién del método, que el
sistema (analista, reactivos e instrumentos) es adecuado para llevar acabo la
determinacion para la que se ha establecido y validado dicho método. Por lo tanto, el
test de idoneidad del sistema se ha de entender como parte integrante del
procedimiento de analisis y requisito previo a su realizacion.

En la practica, podrian equiparse a una calificacion del proceso analitico (PQ) o una
“revalidacion en continuo” ya que proporciona la seguridad de que en el momento de
iniciar el ensayo, el conjunto del sistema continta siendo “validado” para el propésito

para el que fue concebido. @ © @
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2.2.7 DATOS REQUERIDOS PARA LA VALIDACION DE UN METODO ANALITICO
Los métodos analiticos descritos varian desde determinaciones analiticas complejas
hasta la evaluacion subjetiva de ciertas caracteristicas, para los cuales se requieren
diferentes esquemas de validacion. Las categorias de métodos analiticos mas
comunes son las siguientes:

Categoria I. Incluye los métodos analiticos para la cuantificacién de los componentes
mayoritarios de las materias primas o de los principios activos (incluyendo
conservadores) en productos farmacéuticos.

Categoria Il. Incluye los métodos analiticos empleados para la determinaciéon de
impurezas en materias primas o productos de degradacion en los productos
farmacéuticos. Estos métodos incluyen valoraciones cuantitativas y ensayos de
limites.

Categoria lll. Incluye métodos analiticos para la determinacion de las caracteristicas
de desemperio (Ej., disolucion, liberacién de principios activos) de un producto
farmacéutico.

Categoria IV. Ensayo de identificacion de producto farmacéutico.

Para cada categoria de analisis, se necesita diferente informacién analitica.

En la tabla se indica los elementos que normalmente se requieren para cada una de

estas categorias. ®®

Caracteristicas de Ensayos Ensayos Categoria Il Ensayos | Ensayos
desempefio Categoria Categoria | Categoria
Cuantificacién | Prueba de limite
Analitico | ] v
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccién No No Si * No
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Limite de
No Si No * No
cuantificaciéon
Linealidad Si Si No * No
Rango Si Si * * No

* puede requerirse, mientras dependa de la naturaleza de la prueba especifica.

2.3 ANALISIS INSTRUMENTAL

2.3.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION

a) Conceptos Generales

La cromatografia se ha desarrollado para llegar a ser el principal método de
separacion de especies quimicas estrechamente relacionadas. ©®

La HPLC o Cromatografia Liquida de Alta Presiéon ha tenido una creciente difusion
desde comienzos del 70 y hoy representa una de las herramientas mas empleadas en
el laboratorio analitico moderno, ya sea este dedicado a la investigaciéon cientifica
basica o aplicada, industrial, biol6gica o bromatoldgica. Ademas, puede emplearse
para la identificacion cualitativa y determinacion cuantitativa de las especies
separadas.

Segun define la IUPAC, “La cromatografia es un método, usado primariamente para la
separacion de los componentes de una muestra, en la cual los componentes se
distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras la otra es movil.
La fase estacionaria puede ser un solido, un liquido retenido sobre un sélido o un gel.
La fase estacionaria puede ser extendida como una capa o distribuida como una
pelicula, etc. La fase movil puede ser liquida o gaseosa”.

El proposito de la cromatografia es “separar y cuantificar” analitos en mezclas (por lo

general en matrices complejas).

-2 -




Se basa en la particion de solutos entre dos fases: La fase estacionaria y la fase movil,
la separacion ocurre por migracion de los analitos en mezclas a diferentes
velocidades.
La velocidad de migracién esta gobernada por diferentes interacciones entre un soluto
(conducido por un liquido e movimiento) y el absorbente (sélido o liquido).
La cromatografia es en esencia, como todos los métodos cromatograficos, un método
separativo. Asi, en el lugar donde se produce la separacion, la columna, puede
considerarse el corazén del sistema cromatografico, alrededor de la cual se monta un
equipo de mayor o menor complejidad.
En el caso mas simple un cromatografo liquido estara constituido por:
e Un reservorio de solvente que alimenta al sistema con la fase movil.
e Un sistema que permite la introduccién de la muestra: el inyector.
e Un sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase moévil a través de la
columna: la bomba.
¢ Un sistema de monitoreo de la solucidon que emerge de la columna: el detector.
e Un sistema de registro de los datos provenientes del detector. La sednal del
detector es siempre analdgica y puede ser utilizada tal cual por un registrador
gréfico o por un integrador, o digitalizada, para que pueda ser interpretada y
procesada por una computadora.
Como resultado del andlisis cromatografico se obtienen dos productos:
« Un gréfico, el cromatograma que relaciona la concentracién de soluto en
funcion del tiempo (de elucién)
- Un eluido o eluato, el fluido proveniente de la columna que de recolectarse en
forma secuencial o escalonada (manualmente o con un colector de fracciones),

contiene la fase movil e idealmente, los componentes de la muestra separados.

(24)
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b) Calibracién del Equipo HPLC
Actividad destinada a demostrar que un instrumento de medida produce resultados
dentro de los limites de error establecido y comparable a los obtenidos con un sistema
de referencia en un rango apropiado de medidas.
La calibracién forma parte de la calificacién, se aplica a comprobar y documentar el
funcionamiento del instrumento tanto en el ambito modular como del sistema
completo.
La calificacion del instrumento HPLC consta de las siguientes etapas:

- Calificacién de la Instalacion (1Q)

- Calificacién de la Operacion (OQ)

- Calificacién del Desempefio (PQ)

- Calificacién del Mantenimiento (MQ)

- Control de cambios

e Calificacion de la Instalacion (1Q)

Una vez aprobado el disefio en la calificacién del disefio (DQ), se procede a la
instalacion del sistema. El objetivo de la calificacion de la instalacién (IQ) es el de
verificar las caracteristicas del equipo y de su instalacién, en referencia a las
especificaciones técnicas, mediante la realizacion de una inspeccion fisica del disefio.
Debe contener la documentacion completa de la instalacién con las caracteristicas
técnicas detalladas del equipo y componentes, materiales de construccion, lista de
recambios, certificados de materiales y certificados de calibracién de los instrumentos
del campo.

Se aplica tanto a configuraciones modulares (moédulo a médulo) como a sistemas
integrados (todo el sistema).

Una vez realizadas las etapas anteriores se redactara el informe de calificacién de la

instalacion (1Q). Si se detectase algun punto posible de mejora (critico 0 no critico)
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debera constar en el informe y en el caso de detectarse algun punto critico, éste

debera solventarse antes de pasar a la siguiente fase.

Calificacion de la Operacion (0Q)
El objetivo de esta fase es la verificacion del equipo y componentes funcionen
adecuadamente (operacionabilidad).
En el protocolo de la calificacién operacional se describiran los ensayos a realizar para
comprobar la operacionabilidad de los componentes del equipo, por una parte en
funcionamiento normal y otra parte en funcionamiento anémalo (comprobacién de
alarmas). Asi mismo y para cada ensayo se definiran los limites de aceptacion.
También debera comprobarse la existencia e idoneidad de los programas
indispensables para el correcto funcionamiento del sistema (sino existiesen deberan
redactarse): programas de: mantenimiento, control de cambios, control de la
documentacion, calibracién, formacién del personal y asegurar que cada uno de los
méddulos que componen el sistema cromatografico cumplan las especificaciones de
exactitud, precision, linealidad establecidas.
De esta manera, durante la fase de validacion prospectiva de detalle, debe recopilarse
una serie de documentacién basica indispensable para el correcto funcionamiento del
sistema y para iniciar la siguiente fase: La validacién del equipo (PQ).
Finalmente se escribira la informacion de la calificacién operacional, donde se
resumiran los resultados de los ensayos de operacionabilidad y se confirmara la
existencia de todos y cada uno de los programas y procedimientos indispensables
para el correcto funcionamiento del equipo.
Al igual que en el resto de informes de fases anteriores, si se detectase algin punto
posible de mejora (critico 0 no critico) debera constar en el informe y en el caso de
detectarse algun punto critico, éste debera solventarse antes de pasar a la validaciéon

del equipo (PQ).
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e Calificacion del Desempeiio (PQ)

De acuerdo con la Food & Drug Administration (FDA), una vez que los componentes
del sistema han sido operacionalmente verificados en funcién de las especificaciones
del proveedor y han sido comprobados, puede iniciarse la validacion del sistema (PQ).
El objetivo de esta fase es el de verificar la consistencia y fiabilidad del sistema y
piezas de equipo, se demostrara que cada parte realiza la funcién para la que esta
destinada, resultando en componentes, materiales, productos y resultados conformes
a las especificaciones de calidad.

Deben comprobarse la existencia (o bien deben redactarse) los procedimientos
operacionales estandar (SOP’s) necesarios para el funcionamiento del sistema.

Estos procedimientos son de: funcionamiento y puesta en marcha del sistema,
mantenimiento, métodos analiticos, etc.

Para el ensayo de la calificacion de funcionamiento del sistema se emplea una mezcla
test, una columna y fase mévil bien caracterizada para evitar interferencias producidas

por la quimica involucrada con cada uno de estos componentes.

¢ Calificacion del Mantenimiento y Recalificacion (MQ)
Una vez validado el sistema se ha asegurado la confiabilidad o capacidad del sistema.
Pero esta confiabilidad esta condicionada al riguroso cumplimientos de todos los
programas y procedimientos de operacion estandar (SOP’s) implantados durante el
desarrollo de la validacién.
Por ello, es necesario continuar con la siguiente fase (MQ), la cual es indispensable
para asegurar la consistencia en el futuro de la calidad de los resultados obtenidos,
mediante la implantacién de un procedimiento de control de proceso del sistema. Este
procedimiento debe comprender:

- Plan de control rutinario del sistema.

- Seguimiento y control de los diferentes programas y procedimientos

establecidos durante las fases anteriores de la validacion.
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- Control de incidencias (con relacién a averias asi como a desviaciones
de calidad de los resultados analiticos)
- Control de cambios de la instalacion (regulando cuales han de ser

validados).

e Control de cambios
Procedimiento disefiado para evitar invalidar los resultados de una validacién, debido a
dosificadores o reparaciones de emergencia. Establece un programa para evaluacion

del impacto de cambios sobre un sistema validado.

2.4 PROPIEDADES FiSICAS, QUIMICAS Y FARMACOLOGICAS DE LOS
ANALITOS

2.4.1 CLOTRIMAZOL
a) PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

Formula estructural:

o)

)

Nombre Quimico: 1H-Imidazol, 1-[(2-clorofenil)difeniimetil]

Foérmula Molecular: Cx;H17CIN;

Peso Molecular: 344,84

Solubilidad: Practicamente insoluble en agua; libremente soluble en metanol, en
acetona, en cloroformo, y en alcohol

Caracteristicas: Polvo cristalino blanco a amarillo palido. Funde a aproximadamente

142 °C, con descomposicion.
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b) PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

La absorcién del clotrimazol es menor de 0.5% después de aplicarlo en la piel intacta;

en la vagina es de 3 a 10%, incluso tres dias después de administrarlo, persisten a

concentraciones fungicidas. La pequefia cantidad que se absorbe es metabolizada en

el higado y excretada por la bilis. En adultos una dosis oral de 200mg genera cifras

plasméticas de 0.2 a 0.35 ug/mL.

El clotrimazol se distribuye en forma de crema, locion y solucién al 1%, crema o

tabletas vaginales:

Esta indicado para el tratamiento topico de las infecciones dérmicas siguientes:

Candidiasis cutanea (moniliasis), causada por Candida albicans (Monilia albicans).
Tinea corporis, Tinea cruris y Tinea pedis, causadas por Trichophyton rubrum,
Trichophyton  mentagrophytes,  Epidermophyton  floccosum  (Acrothesium
floccosum), y Microsporum canis.

Tinea versicolor, (Pitiriasis versicolor; “hongo de sol“), causada por Pityrosporum
orbiculare (Malassezia furfur).

Paronichia, Tinea barbae y Tinea capitis.

No todas las especies de un organismo en particular pueden ser sensibles al

Clotrimazol.

2.4.2 DEXAMETASONA ACETATO

a) PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

Formula estructural:

CH,OH
|

C=0
= -0OH

CH,!

Nombre Quimico: 9-Fluor-11f,17,21-trihidroxi-16a-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona.
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Formula Molecular: C,4H3FOg

Peso Molecular: 452,51 (Monohidrato) / 434,51 (Anhidro)

Solubilidad: Practicamente insoluble en agua, facilmente soluble en metanol, en
acetona y dioxano.

Caracteristicas: Polvo blanco a blanco opaco, inodoro.

b) PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Dexametasona acetato, es un glucocorticoide de uso tépico, constituye una clase de
esteroide sintético, usado como agente antiinflamatorio, antipruritico y vasoconstrictor
periférico. Se difunde a través de las membranas celulares y forma complejos con
receptores citoplasmaticos especificos. Estos complejos después de entrar en el
nudcleo celular se unen al ADN (cromatina) y estimulan la transcripcion del ARN,, (ARN
mensajero) y la posterior sintesis de varias enzimas que, se piensa, son los
responsables en Ultima instancia de los efectos antiinflamatorios de los corticoides.

La accion emoliente o secante, o el aumento de la absorcidn transcutanea depende de
los excipientes empleados en el preparado. Ademas, el uso de vendajes oclusivos en

zonas extensas o su uso prolongado aumenta la absorcién del preparado topico.
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

Se realiz6 de la siguiente manera:

A. ELECCION DEL TIPO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA A UTILIZAR
Considerando que se trate de una forma farmacéutica con dos principios activos, se
tuvo en cuenta los siguientes pardmetros:

- Peso molecular de cada uno de los principios activos.

- Solubilidad de cada uno de los principios activos.
Cuando el analito tiene peso molecular menor de 2000 daltons el método mas usado

es el de fase reversa.

B. ELECCION DEL DETECTOR
Para elegir el tipo de detector y longitud de onda nos basamos en datos bibliogréficos
8 Siendo el detector UV el mas empleado por su simplicidad de uso, robustez y

confiabilidad.

C. ELECCION DE LA FASE MOVIL Y FASE ESTACIONARIA
Para elegir la fase mévil y fase estacionaria se tuvo en cuenta los siguientes factores:

- Solubilidad de los principios activos

- Compatibilidad de la fase mévil — muestra — detector
Se trabajo inicialmente con una mezcla de metanol y buffer fosfato en una proporcién
de 70:30 respectivamente y una columna octadecilsilano (RP-18) con la que no se
obtuvo una buena separacién entre los componentes de la muestra y el principio activo
dexametasona acetato, posteriormente se modificé la proporcion a 60:40
respectivamente obteniéndose una buena separacion entre los componentes de la
muestra y el principio activo dexametasona acetato, pero nos enfrentamos a otro

inconveniente que el principio activo clotrimazol eluye a un mayor tiempo de retencién
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(Figura 1) y que ademas el pH de la fase movil es muy basico, siendo éste muy alto y
perjudicial para la columna.

Por tal motivo se hicieron diferentes pruebas a distintos pH, llegando a determinar que
a pH 48 = 0,1 se obtiene la separaciébn adecuada; corrigiéndose asi los
inconvenientes antes mencionados (Figura 2), pero observandose que el pico de
clotrimazol presenta un factor de cola elevado.

Para mejorar éste ultimo inconveniente se cambi6 la fase estacionaria a una columna
RP-Selec B (Figura 3).

Con todo lo mencionado anteriormente se determind las condiciones finales del
método cromatografico no evidencidndose ninguna interferencia entre los principios

activos, compuesto relacionado y fase movil.

D. TECNICA ANALITICA DESARROLLADA

Condiciones cromatograficas:

Columna: LiChrospher® 60 RP-Selec B de 4,0-mm x 12,5-cm
que contiene un empaque de 5 um

Guarda Columna: LiChrospher® 60 RP-Selec B de 4,0-mm x 4,0-cm

que contiene un empaque de 5 um

Sistema: Isocratico

Fase Movil: Solucién Buffer de fosfato: Metanol (40:60) ajustado
apH4,8+0,1

Flujo: 1,0 mL / minuto

Volumen de Inyeccién: 20 uL

Longitud de Onda: 254 nm

Temperatura: ambiente

Preparacion de la Fase Movil:

- Preparacion de la Soluciéon Buffer de fosfato
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Disolver 4,35 g de fosfato de potasio dibasico en agua hasta producir 1000 mL de
solucién.

- Fase movil

Preparar una mezcla de metanol y solucién de fosfato de potasio dibasico (60:40),
ajustar a pH 4,8 = 0,1 con acido fosférico, filirar a través de membrana de 0,5 um o

fina porosidad y desgasificar.

Preparacion de las Soluciones de Trabajo:

Preparacion de la solucion estandar mixto de referencia (concentracion final:

Clotrimazol 0,4mg/mL y Dexametasona 0,018 mg/mL)

Transferir 22,5 mg de Dexametasona acetato RS, exactamente pesado, a un matraz
aforado de 50 mL, adicionar 25 mL de metanol, sonicar por 2 minutos, dejar equilibrar
a temperatura ambiente, completar a volumen con metanol y mezclar. Transferir 20 mg
de clotrimazol RS, exactamente pesados, a otro matraz aforado de 50 mL, adicionar
20 mL de metanol y 2,0 mL de la solucién estandar anterior, completar a volumen con
metanol y mezclar. Filtrar una porcién de esta solucién a través de un filtro de 0,5um o

fina porosidad descartando los primeros 10 mL del filtrado.

Preparacion de la solucion muestra (concentracion final: Clotrimazol 0,4mg/mL y

Dexametasona 0,018 mg/mL

Transferir 2,0 g de crema (0,8 mg de Dexametasona y £20 mg de Clotrimazol),
exactamente pesados, a un matraz aforado de 50 mL, adicionar 25 mL de metanol,
colocar en Bafo Maria a 60°C por 2 minutos agitando constantemente sonicar por 2
minutos, enfriar sobre agua helada, dejar equilibrar a temperatura ambiente y
completar a volumen con metanol. Filtrar una porcién de esta solucion a través de un

filtro de 0,5um o fina porosidad descartando los primeros 10 mL del filtrado.
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Especificaciones
Clotrimazol: Cantidad declarada: 1 g /100 g

- Limites: 0,90g/100g-1,10g/100¢g
(90,0% - 110,0%)

Dexametasona acetato equiv. a Dexametasona: Cantidad declarada 0,04 g/100g

- Limites: 0,036 g/ 100 g— 0,044 g/ 100 g
(90,0% - 110,0%)

Calculos
Los célculos que se aplicaron para la determinaciéon de los principios activos en la

muestra se realizaron siguiendo la férmula tal cual se detalla:

Amp x W x Pg; x 50 x 100

(g /100 g) Clotrimazol =
As 50 100 Wpp

Amp x Wei x 2 x Pgt x 392,4 x 50 x 100

(g /100 g) Dexametasona =
Ass 50 50 100 4345 Wy

Donde:

Amp:  Area bajo la curva del pico de Clotrimazol o Dexametasona acetato, obtenida
con la soluciéon muestra problema.

As:  Area promedio bajo la curva del pico de Clotrimazol o Dexametasona acetato,
obtenida con la solucién estandar de referencia.

Ws: Peso de Clotrimazol o Dexametasona acetato estandar de referencia,
expresado en gramos.

Ps:  Potencia de Clotrimazol o Dexametasona acetato estandar de referencia,
expresado en porcentaje de droga tal cual.

Wmp: Peso de muestra problema a 25°C = 0,5°C expresado en gramos.

392,4: Peso molecular de Dexametasona.

434,5: Peso molecular de Dexametasona acetato.
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3.2  VALIDACION DEL METODO ANALITICO
Se desarroll6 a validacion del método analitico siguiendo estrictamente el
Procedimiento de Operacién Estandar (SOP) del Laboratorio Farmacéutico S.J.

Roxfarma S.A.

3.2.1 PROTOCOLO DE VALIDACION

a) OBJETIVO

Establecer las pautas a seguir para el analisis cuantitativo de Clotrimazol y
Dexametasona en crema, por HPLC; obteniendo pruebas documentadas que
demuestren la fiabilidad del método y asi producir resultados dentro de los intervalos

definidos.

b) RESPONSABLES
Elaborado: Analistas
Revisado: Jefe de Control de Calidad

Aprobado: Director Técnico

c) EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
Se contaron con equipos y materiales debidamente calibrados y/o calificados.
Los reactivos que se usaron, fueron de alta pureza, especificados para Cromatografia

Liquida de Alta Performance (HPLC).

* Equipos:
- Balanza Analitica Chyo JK-200. Rango: 0 — 200 g; Precisién: £ 0.1 mg.
- Bomba de Vacio Buchi.
- Cromatografo Liquido de Alta Performance (HPLC) Merck Hitachi LaChrom,

equipado con los siguientes modulos:
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Interfase D700, Bomba L-7100, Inyector automatico, Horno de columna L-7350,
Detector UV-VIS, Unidad de Control en Proceso (CPU), Monitor, Teclado.
- Bano Ultrasonido Branson 3510R -DHT.

- Potenciémetro Beckman PHI 310.

* Materiales:
- Beakers de 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL
- Espatulas
- Filtros de 0.5 um
- Matraz aforados de 50 mL, 100 mL, 500 mL, 1000 mL, 2000 mL
- Matraz Erlenmeyer de 250 mL, 500 mL, 1000 mL
- Papel metalico
- Papel Glacine
- Papel parafina
- Papeltoalla
- Perade goma
- Pipetas graduadas de 2 mL, 5 mLy 10 mL
- Pipetas volumétricasde 1 mL,2mL, 3 mL, 4 mLy 5 mL
- Pisetas
- Probetas graduadas de 100 mL, 250 mL y 500 mL

- Viales

* Reactivos:
- Acido fosférico, grado P.A.
- Agua, grado HPLC
- Fosfato de potasio dibasico, grado P.A.

- Metanol, grado HPLC
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d) ESTANDARES DE REFERENCIA

: DEXAMETASONA
CARACTERISTICAS CLOTRIMAZOL
ACETATO
- Potencia 100,00 (t/c) 99,99 (t/c)
- Lote 20050905 DAC50703
- Fecha de fabricacion 2005/09 2005/10
- Fecha de vencimiento 2009/09 2010/07

Buckton Scott South

- Proveedor . Via Quimica S.R.L.
America S.A.C.
- Origen China China
- Analisis MP — 489/05 MP — 462/05

e) ADECUACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Este proceso se realizd inyectando sucesivamente la solucién estdndar mixto de
referencia, con lo cual comprobamos el funcionamiento del sistema: bombeo, inyector,

horno, columna y detector, mediante la determinacion de los siguientes parametros

cromatograficos, conforme a la técnica de analisis:

PARAMETRO CRITERIO DE ACEPTACION
REPETIBILIDAD
-Tiempo de retencion RSD <2,0 %
-Areas RSD < 2,0 %
PARAMETROS COMATOGRAFICOS
Platos tedricos Minimo 1000
Factor de cola Maximo 2,0
Resolucion Minimo 5
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f) PARAMETROS DESARROLLADOS

PRUEBAS EFECTUADAS ESPECIFICACIONES
LINEALIDAD
Recta de regresién y=bx+a
Coeficiente de correlacion (r) >0,995
Coeficiente de determinacion (r): > 0,990
Coeficiente de variacion de los factores
de respuesta (f): <5,0%
Coeficiente de variacion de la
pendiente (s2b): <2,0%
PRECISION
Repetibilidad
Coeficiente de variacion (CV) ‘ <3,0%
Precision Intermedia
Coeficiente de variacion (CV) ‘ <5,0%
EXACTITUD
Porcentaje de recuperacion 97,0% - 103,0%
texp <tiabias para p=0.05
SELECTIVIDAD
Lectura del placebo <0,5% de la lectura del analito
ROBUSTEZ
Los resultados no deben variar significativamente al alterar una de las
condiciones del sistema.

3.2.2 DESARROLLO DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

A. SELECTIVIDAD

Mediante este parametro se determiné la capacidad del método analitico de medir el
contenido de Clotrimazol + Dexametasona acetato sin interferencia de parte de los
excipientes presentes o0 de posibles productos de degradacién de los principios
activos.

- El volumen de inyeccién que se utilizé fue de 20 pL.

- Se realizé una inyeccion por cada muestra.

- El tiempo de corrida por cada inyeccion fue de 25 minutos.

La preparacion de las muestras, asi como la concentracion de cada una de las

soluciones que se usaron son las que se indican a continuacién:
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MUESTRAS QUE SE INYECTARON

CONCENTRACION UTILIZADA

Metanol Tal cual
Buffer fosfato Tal cual
Agua Tal cual
Fase Movil Tal cual
Clotrimazol estandar 0,4mg/mL
Clotrimazol compuesto relacionado 0,4mg/mL
Dexametasona acetato estandar 0,016mg/mL
Dexametasona acetato estandar degradado 1 0,016mg/mL
Dexametasona acetato estandar degradado 2 0,016mg/mL
Dexametasona acetato estandar degradado 3 0,016mg/mL
Dexametasona acetato estdndar degradado 4 0,016mg/mL
Dexametasona acetato estdndar degradado 5 0,016mg/mL
Metilparabeno 0,2mg/mL
Propilparabeno 0,2mg/mL
Propilenglicol 0,2mg/mL
Polisorbato 80 0,2mg/mL
Ceteareth 25 0,2mg/mL
Ceteareth 6 + Alcohol Estearilico 0,2mg/mL
Alcohol Bencilico 0,2mg/mL
Alcohol Cetoestearilico 0,2mg/mL
Miristato de Isopropilo 0,025mL/mL
Aceite Mineral 0,025mL/mL
Placebo reciente 0,04g/mL
Placebo degradado 0,04g/mL
Producto terminado 0,04g/mL
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PROCEDIMIENTO ANALITICO

a. DETERMINACION DEL TIEMPO DE RETENCION:

La determinacion del tiempo de retencion tanto de Clotrimazol como Dexametasona
acetato, se realizé inyectando estandares de referencia por separado, para identificar
cada uno de ellos. Posteriormente se inyectaron muestras consecutivas del estandar
mixto de referencia, para comprobar si los tiempos de retencion de cada uno
coincidan.

Luego se inyectaron todos los excipientes que componen la férmula maestra,
verificando de esta manera si hubo o no interferencias, con los tiempos de retencion

de los dos analitos.

Soluciones Estdandar de Referencia:

Clotrimazol RS:

Se transfirieron aproximadamente 20 mg de Clotrimazol RS a un matraz aforado de 50
mL, se completé a volumen con metanol HPLC y se mezcl6. Se filtrd una porcién de
esta solucion a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad, descartando los primeros

10 mL del filtrado.

Dexametasona acetato RS:

Se transfirieron 22,5 mg de Dexametasona acetato RS a un matraz aforado de 50 mL,
se complet6 a volumen con metanol HPLC y se mezcl6.

Se transfiri6 2 mL de la solucién anterior, exactamente medidos, a un matraz aforado
de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se mezclé. Se filtr6 una
porcidén de esta solucion a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad, descartando

los primeros 10 mL del filtrado.
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Estandar mixto + Compuesto Relacionado A:

Se transfirieron aproximadamente 22,5 mg de Dexametasona acetato RS, a un matraz
aforado de 50 mL, adicionar 25 mL de metanol, sonicar por 2 minutos, dejar equilibrar
a temperatura ambiente, completar a volumen con metanol HPLC y mezclar.

Se transfirio 20 mg de compuesto relacionado A en un matraz aforado de 100 mL , se
disolvié y completé a volumen con metanol HPLC y mezclar.

Luego se transfiri6 20 mg de clotrimazol RS, exactamente pesados a otro matraz
aforado de 50 mL, se adicion6 20 mL de metanol HPLC, 2 mL de la soluciéon de
dexametasona acetato RS y 2 mL de la solucién compuesto relacionado A; completar
a volumen con metanol HPLC y mezclar. Se filtr6 una porcion de esta solucion a través

de un filtro de 0,5um o fina porosidad descartando los primeros 10 mL del filtrado.

Excipientes de la formula maestra:

Metilparabeno:

Se transfirieron aproximadamente 20 mg de Metilparabeno, a un matraz aforado de
100 mL, se complet6é a volumen con metanol HPLC y se mezclé. Se filtré una porcidén
de esta solucién a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad descartando los

primeros 10 mL del filtrado.

Propilparabeno:

Se transfirieron aproximadamente 20 mg de Propilparabeno, a un matraz aforado de
100 mL, se completé a volumen con metanol HPLC y se mezclé. Se filtré una porcion
de esta solucién a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad descartando los

primeros 10 mL del filtrado.

Propilenglicol:
Se transfirieron aproximadamente 20 mg de Propilenglicol, a un matraz aforado de 100

mL, se completé a volumen con metanol HPLC y se mezclé. Se filtré6 una porcion de
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esta solucion a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad descartando los primeros

10 mL del filtrado.

Polisorbato 80:

Se transfirieron aproximadamente 20 mg de Polisorbato 80, a un matraz aforado de
100 mL, se completé a volumen con metanol HPLC y se mezclé. Se filtré una porcion
de esta solucién a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad descartando los

primeros 10 mL del filtrado.

Ceteareth 25:

Se transfirieron aproximadamente 20 mg de Ceteareth 25, a un matraz aforado de 100
mL, se completé a volumen con metanol HPLC y se mezcl6. Se filtré6 una porcion de
esta solucién a través de un filiro de 0,5-um o fina porosidad descartando los primeros

10 mL del filtrado.

Ceteareth 6 + Alcohol Estearilico:

Se transfirieron aproximadamente 20 mg de Ceteareth 6 + Alcohol Estearilico, a un
matraz aforado de 100 mL, se complet6 a volumen con metanol HPLC y se mezclé. Se
filtré una porcién de esta solucién a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad

descartando los primeros 10 mL del filtrado.

Alcohol Bencilico:

Se transfirieron aproximadamente 20 mg de Alcohol Bencilico, a un matraz aforado de
100 mL, se completé a volumen con metanol HPLC y se mezclé. Se filtré una porcion
de esta solucién a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad descartando los

primeros 10 mL del filtrado.

Alcohol Cetoestearilico:
Se transfirieron aproximadamente 20 mg de Alcohol Cetoestearilico, a un matraz

aforado de 100 mL, se completé a volumen con metanol HPLC y se mezclé. Se filtré
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una porcion de esta soluciébn a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad

descartando los primeros 10 mL del filtrado.

Miristato de Isopropilo:

Se transfirieron 2,5 mL de Miristato de Isopropilo, a un matraz aforado de 100 mL, se
completé a volumen con metanol HPLC y se mezcld. Se filtr6 una porcion de esta
solucion a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad descartando los primeros 10

mL del filtrado.

Aceite Mineral:

Se transfirieron 2,5 mL de Aceite Mineral, a un matraz aforado de 100 mL, se completé
a volumen con metanol HPLC y se mezcl6. Se filtré una porcién de esta solucion a
través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad descartando los primeros 10 mL del

filtrado.

b. DETERMINACION DE PICOS DE EXCIPIENTES EN EL PLACEBO

Se determind inyectando la solucién placebo.

Placebo reciente:

Se transfirieron 2,0 g de placebo reciente a un matraz aforado de 50 mL, adicionar 25
mL de metanol HPLC, colocar en Bafo Maria a 60°C por 2 minutos agitando
constantemente sonicar por 2 minutos, enfriar sobre agua helada, dejar equilibrar a
temperatura ambiente y completar a volumen con metanol HPLC. Filtrar una porcion
de esta solucién a través de un filtro de 0,5um o fina porosidad descartando los

primeros 10 mL del filtrado.

c. DETERMINACION DE PRODUCTOS DE DEGRADACION

De los dos principios activos, para el caso del Clotrimazol se conté con su compuesto
relacionado Ay para el caso de la Dexametasona acetato por no contar con su posible
producto de degradacién se someti6 a una degradacién forzada (tratamiento con

hidroxido de sodio, acido clorhidrico, peréxido de hidrégeno, luz UV y calor).
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Asimismo el placebo se someti6é a degradacion forzada con la finalidad de comprobar

si se degradaba algun excipiente.

1. TRATAMIENTO CON HIDROXIDO DE SODIO AL 20%

Dexametasona acetato estandar degradado 1

Se ftransfirieron 22,5 mg de Dexametasona acetato RS a un beaker de 100 mL, se
adiciond 1 mL de hidréxido de sodio al 20% y 5 mL de agua, se llevé a bano de vapor
por 20 minutos y se dejé enfriar. Se transfiri6 el liquido resultante a un matraz aforado
de 50 mL, se complet6 a volumen con metanol HPLC y se mezclé.

Se transfirid 2 mL de la solucién anterior, exactamente medidos, a un matraz aforado
de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se mezclo. Se filiré una
porcion de esta solucién a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad, descartando

los primeros 10 mL del filtrado.

2. TRATAMIENTO CON ACIDO CLORHIDRICO QP

Dexametasona acetato estandar degradado 2

Se transfirieron 22,5 mg de Dexametasona acetato RS a un beaker de 100 mL, se
adicioné 1 mL de &cido clorhidrico QP y 5 mL de agua, se llev6 a bafio de vapor por 20
minutos y se dejé enfriar. Se transfirié el liquido resultante a un matraz aforado de 50
mL, se complet6 a volumen con metanol HPLC y se mezclé6.

Se transfirid 2 mL de la solucién anterior, exactamente medidos, a un matraz aforado
de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se mezclo. Se filiré una
porcidén de esta solucidn a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad, descartando

los primeros 10 mL del filtrado.

3. TRATAMIENTO CON PEROXIDO DE HIDROGENO 10 Voliimenes
Dexametasona acetato estandar degradado 3
Se transfirieron 22,5 mg de Dexametasona acetato RS a un beaker de 100 mL, se

adicion6é 1 mL de perdxido de hidrogeno 10 volimenes y 5 mL de agua, se llevo a
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bafo de vapor por 20 minutos y se dejé enfriar. Se transfirié el liquido resultante a un
matraz aforado de 50 mL, se completé a volumen con metanol HPLC y se mezcl6.

Se transfiri6 2 mL de la solucion anterior, exactamente medidos, a un matraz aforado
de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se mezclo. Se filiré una
porcién de esta solucion a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad, descartando

los primeros 10 mL del filtrado.

4. TRATAMIENTO CON LUZ UV

Dexametasona acetato estandar degradado 4

Se transfirié una cantidad de Dexametasona acetato RS (aproximadamente 1 g), a una
placa petri y se expuso a la luz ultravioleta 254 nm por 30 minutos. Se transfirieron
22,5 mg de Dexametasona acetato RS expuesto, a un matraz aforado de 50 mL, se
complet6 a volumen con metanol HPLC y se mezcl6.

Se transfirid 2 mL de la solucién anterior, exactamente medidos, a un matraz aforado
de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se mezclo. Se filiré una
porcidén de esta solucidon a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad, descartando

los primeros 10 mL del filtrado.

5. TRATAMIENTO CON CALOR

Dexametasona acetato estandar degradado 4

Se transfirid6 22,5 mg de Dexametasona acetato RS a un beaker de 100 mL, se
adicioné 50 mL de agua y llevar a bafo de vapor por 2 horas, y se dej6é enfriar. Se
transfirid el liquido resultante a un matraz aforado de 50 mL, se completé a volumen
con metanol HPLC y se mezclé.

Se transfiri6 2 mL de la solucién anterior, exactamente medidos, a un matraz aforado
de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se mezclé. Se filtr6 una
porcidén de esta solucion a través de un filtro de 0,5-um o fina porosidad, descartando

los primeros 10 mL del filtrado.
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Placebo Degradado:

Se ftransfirié una cantidad de placebo reciente a un beaker de 100 mL hasta
exactamente la graduacion de 50 mL, se llevo a bafno de vapor por 2 horas y se dejo
enfriar.

Se pesé 2,0 g de placebo degradado y se transfiri6 a un matraz aforado de 50 mL
adicionar 25 mL de metanol HPLC, colocar en Bafno Maria a 60°C por 2 minutos
agitando constantemente sonicar por 2 minutos, enfriar sobre agua helada, dejar
equilibrar a temperatura ambiente y completar a volumen con metanol HPLC. Filtrar
una porcidon de esta solucién a través de un filtro de 0,5um o fina porosidad

descartando los primeros 10 mL del filtrado.

d. DETERMINACION DE PICOS Y TIEMPOS DE RETENCION EN MUESTRA

Producto Terminado:

Transferir 2,0 g de crema exactamente pesados, a un matraz aforado de 50 mL,
adicionar 25 mL de metanol HPLC, colocar en Bafo Maria a 60°C por 2 minutos
agitando constantemente sonicar por 2 minutos, enfriar sobre agua helada, dejar
equilibrar a temperatura ambiente y completar a volumen con metanol HPLC. Filtrar
una porciéon de esta solucién a través de un filtro de 0,5um o fina porosidad

descartando los primeros 10 mL del filtrado.

B. LINEALIDAD

La linealidad se determiné empleando estandares de referencia, en un rango de cinco
concentraciones (33,3%; 66,6%; 100%; 133,3%; 166,6%), siendo el 100% la
concentracion final de 0,04 g / mL de Clotrimazol y 0,018 g/mL de Dexametasona

acetato, que corresponden a la concentracién final de la muestra en el ensayo.

PROCEDIMIENTO ANALITICO:
Se prepararon tres soluciones madres a partir de las cuales se realizaron las

soluciones de lectura.

-44 -



Por cada soluciéon madre se realiz6 cinco diluciones; obteniéndose 15 determinaciones

cada una.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES MADRES:

Soluciéon Madre Mixta 1:

Se transfirié 0,3833 g de Dexametasona acetato RS, a un matraz aforado de 50 mL,
se disolvié y se completo a volumen con metanol HPLC, se mezcl6.

Se transfirié 0,3348 g de Clotrimazol RS a otro matraz aforado de 50 mL, se disolvid
con metanol HPLC, y se afadié 2 mL de la solucién anterior y se complet6é a volumen

con metanol HPLC, luego se homogenizé la solucién.

Soluciéon Madre Mixta 2:

Se transfirié 0,3722 g de Dexametasona acetato RS, a un matraz aforado de 50 mL,
se disolvié y se completo a volumen con metanol HPLC, se mezcl6.

Se transfirié 0,3322 g de Clotrimazol RS a otro matraz aforado de 50 mL, se disolvié
con metanol HPLC, y se afadié 2 mL de la solucién anterior y se complet6é a volumen

con metanol HPLC, luego se homogenizé la solucién.

Soluciéon Madre Mixta 3:

Se transfirié 0,3817 g de Dexametasona acetato RS, a un matraz aforado de 50 mL,
se disolvié y se completo a volumen con metanol HPLC, se mezcl6.

Se transfirié 0,3351 g de Clotrimazol RS a otro matraz aforado de 50 mL, se disolvié
con metanol HPLC, y se afadié 2 mL de la solucién anterior y se complet6é a volumen

con metanol HPLC, luego se homogenizé la solucién.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE LECTURA:

Soluciones al 33,3% (0,1332mg/mL Clotrimazol y 0,00599mg/mL Dexametasona

acetato):
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Se transfirié 1,0 mL de la Solucién Madre Mixto 1, exactamente medido, a un matraz
aforado de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se homogenizé la
solucién. Se filtr6 una porcién de esta solucion a través de un filtro 0,5-um o fina
porosidad, descartando los primeros 10 mL del filtrado.

Se procedi6 de la misma manera con la solucién madre mixta 2 y 3.

Soluciones al 66.6% (0,2664mg/mL Clotrimazol y 0,01188mg/mL Dexametasona

acetato):

Se transfirio 2,0 mL de la Solucién Madre Mixto 1, exactamente medido, a un matraz

aforado de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se homogenizé la
solucién. Se filtr6 una porcién de esta solucion a través de un filtro 0,5-um o fina
porosidad, descartando los primeros 10 mL del filtrado.

Se procedié de la misma manera con la solucién madre mixta 2 y 3.

Soluciones al 100% (0.4mg/mL Clotrimazol y 0,018mg/mL Dexametasona

acetato):

Se transfiri6 3,0 mL de la Solucion Madre Mixto 1, exactamente medido, a un matraz
aforado de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se homogenizé la
solucién. Se filtr6 una porcion de esta solucién a través de un filtro 0,5-um o fina
porosidad, descartando los primeros 10 mL del filtrado.

Se procedié de la misma manera con la solucién madre mixta 2 y 3.

Soluciones al 133,3% (0,5332mqg/mL Clotrimazol y 0.02394mg/mL Dexametasona
acetato):

Se transfiri6 4,0 mL de la Solucion Madre Mixto 1, exactamente medido, a un matraz
aforado de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se homogenizé la
solucién. Se filtr6 una porcion de esta solucion a través de un filtro 0,5-um o fina
porosidad, descartando los primeros 10 mL del filtrado.

Se procedi6é de la misma manera con la solucién madre mixta 2 y 3.
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Soluciones al 166,6% (0,664mg/mL Clotrimazol vy 0,02988mg/mL Dexametasona

acetato):

Se transfirio 5,0 mL de la Solucién Madre Mixto 1, exactamente medido, a un matraz

aforado de 50 mL y se completé a volumen con metanol HPLC, se homogenizé la
solucién. Se filtr6 una porcion de esta solucion a través de un filtro 0,5-um o fina
porosidad, descartando los primeros 10 mL del filtrado.

Se procedié de la misma manera con la solucién madre mixta 2 y 3.

» Cada solucion de lectura se inyectd por triplicado, obteniéndose un total de 45
determinaciones por analito. Los cromatogramas que evidencian los resultados se

muestran, con la finalidad de respaldar lo antecedido.

C. EXACTITUD

PROCEDIMIENTO ANALITICO

Se prepararon tres soluciones madres, a partir de las cuales se realizaron las
soluciones de lectura dentro del rango a estudiar (33,3%; 100%; 166,6%),
obteniéndose 9 determinaciones por cada solucion de lectura.

Asimismo se preparé el placebo con todos los excipientes, excepto los analitos a
determinar. Sobre dicho placebo se afadieron cantidades conocidas de los dos

analitos a determinar en los tres niveles de concentracion.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES MADRES

Solucion Madre Mixta 1:

Se transfirié 0,3835 g de Dexametasona acetato RS, a un matraz aforado de 50 mL,
se disolvié y se completo a volumen con metanol HPLC, se mezclé.

Se transfirié 0,3380 g de Clotrimazol RS a otro matraz aforado de 50 mL, se disolvié
con metanol HPLC, y se afadié 2 mL de la solucién anterior y se complet6 a volumen

con metanol HPLC, luego se homogenizé la solucién.
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Soluciéon Madre Mixta 2:

Se transfirié 0,3729 g de Dexametasona acetato RS, a un matraz aforado de 50 mL,
se disolvié y se completo a volumen con metanol HPLC, se mezclé.

Se transfirié 0,3353 g de Clotrimazol RS a otro matraz aforado de 50 mL, se disolvié
con metanol HPLC, y se afiadié 2 mL de la solucién anterior y se completd a volumen

con metanol HPLC, luego se homogenizé la solucién.

Soluciéon Madre Mixta 3:

Se transfirié 0,3824 g de Dexametasona acetato RS, a un matraz aforado de 50 mL,
se disolvié y se completo a volumen con metanol HPLC, se mezclé.

Se transfirié 0,3376 g de Clotrimazol RS a otro matraz aforado de 50 mL, se disolvié
con metanol HPLC, y se afadié 2 mL de la solucién anterior y se complet6é a volumen

con metanol HPLC, luego se homogeniz6 la solucion

PREPARACION DEL PLACEBO

El placebo se prepar6 siguiendo las instrucciones de fabricacion del producto
farmacéutico piloto, se afiadieron todos los excipientes a excepcién de los principios

activos.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE LECTURA

Soluciones al 33,3% (0,1332mg/mL Clotrimazol y 0,00599mg/mL Dexametasona

acetato):

Se transfirio 1,0 mL de la Solucién Madre Mixto 1, exactamente medido, a un matraz

aforado de 50 mL, se adicioné aproximadamente 0,6 g del placebo, adicionar 25 mL
de metanol HPLC, colocar en Bafo Maria a 60°C por 2 minutos agitando
constantemente, sonicar por 2 minutos, enfriar sobre agua helada, dejar equilibrar a

temperatura ambiente y completar a volumen con metanol HPLC. Filtrar una porcion
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de esta solucién a través de un filtro de 0,5um o fina porosidad descartando los
primeros 10 mL del filtrado.

Se procedié de la misma manera con la solucién madre mixta 2 y 3.

Soluciones al 100% (0,4mg/mL Clotrimazol y 0,018mg/mL Dexametasona

acetato):

Se transfirio 3,0 mL de la Solucién Madre Mixto 1, exactamente medido, a un matraz

aforado de 50 mL, se adiciond aproximadamente 2,0 g del placebo, adicionar 25 mL
de metanol HPLC, colocar en Bafo Maria a 60°C por 2 minutos agitando
constantemente sonicar por 2 minutos, enfriar sobre agua helada, dejar equilibrar a
temperatura ambiente y completar a volumen con metanol HPLC. Filtrar una porcién
de esta solucion a través de un filtro de 0,5um o fina porosidad descartando los
primeros 10 mL del filtrado.

Se procedié de la misma manera con la solucién madre mixta 2 y 3.

Soluciones al 166,6% (0,664mg/mL Clotrimazol y 0,02988mg/mL Dexametasona

acetato):

Se transfirio 5,0 mL de la Solucién Madre Mixto 1, exactamente medido, a un matraz

aforado de 50 mL, se adicioné aproximadamente 3,3 g del placebo, y se completé a
volumen con fase metanol HPLC, se homogenizé la solucién. Se filtr6 una porcién de
esta solucion a través de un filtro 0,5-um o fina porosidad, descartando los primeros 10
mL del filtrado.

Se procedié de la misma manera con la solucién madre mixta 2 y 3.

» El ensayo de recuperacion se realizd inyectando por triplicado las soluciones de
lectura para cada nivel, obteniéndose 27 determinaciones por cada analito.
» Los analitos se determinaron en cada muestra utilizando el mismo método analitico

a evaluar y se calculo la recuperacion.
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D. PRECISION

PROCEDIMIENTO ANALITICO

El estudio de la precision se realizé siguiendo el método analitico desarrollado para el
producto. Se realizaron 3 precisiones, las cuales fueron desarrolladas en dias
diferentes, y cada precision fue realizada a 3 niveles de concentracién (50%, 100%,
150%) tomadas dentro del rango de linealidad y por triplicado.

Ademés los ensayos de precision se realizaron utilizando las muestras del lote piloto y
dos soluciones estandar mixto de referencia, para dos niveles de concentracion
tomados dentro del rango de la linealidad, cada soluciéon de estandar y muestra se

inyecté por triplicado.

Preparacion de la fase movil:

Solucion fosfato dibasico: disolver 4,35g de fosfato de potasio dibasico en agua hasta
producir 1000mL de solucion.

Preparar una mezcla de metanol y solucién de fosfato de potasio dibasico (60:40),
ajustar a pH 4,8 + 0,1 con acido fosférico, filtrar a través de la membrana de 0,2 pm o

fina porosidad, y desgasificar.

Preparacion de las soluciones de trabajo

Preparacion del estandar mixto de referencia:

Transferir 22,5mg de dexametasona acetato RS, exactamente pesados, a una fiola de
50mL adicionar 25mL de metanol HPLC, sonicar por 10 minutos, dejar equilibrar a
temperatura ambiente. Completar a volumen con metanol HPLC y mezclar. Transferir
20mg de Clotrimazol RS, exactamente pesados a otro matraz aforado de 50mL,
adicionar 20mL de metanol HPLC y 2.0mL de la solucién estdndar anterior, completar
a volumen con metanol HPLC y mezclar. Filtrar una porcién de esta solucion a través
de un filtro de 0,5um o fina porosidad, descartando los primeros 10mL del filtrado.

Preparacion de la solucién muestra:

* Al 50%:
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Transferir 1,09 de la crema (0,4 mg de Dexametasona y 10 mg de Clotrimazol),
exactamente pesados a un matraz aforado de 50mL, adicionar 25mL de metanol,
colocar en Bafo Maria a 60°C por 2 minutos, agitando constantemente, sonicar por 2
minutos, enfriar sobre agua helada, dejar equilibrar a temperatura ambiente y
completar a volumen con metanol. Filtrar una porcién de esta solucion a través de un
filtro de 0,5um o fina porosidad, descartando los primeros 10mL del filtrado.

* Al 100%:

Transferir 2,09 de la crema (0,8 mg de Dexametasona y 20mg de clotrimazol),
exactamente pesados a un matraz aforado de 50mL, adicionar 25mL de metanol
HPLC, colocar en bafio Maria a 60°C por 2 minutos, agitando constantemente, sonicar
por 2 minutos, enfriar sobre agua helada, dejar equilibrar a temperatura ambiente y
completar a volumen con metanol HPLC. Filtrar una porcioén de esta solucién a través
de un filtro de 0,5um o fina porosidad, descartando los primeros 10mL del filtrado.

* Al 150%

Transferir 3,0 g de la crema (1,2 mg de Dexametasona y 30 mg de Clotrimazol),
exactamente pesados a un matraz aforado de 50 mL, adicionar 25 mL de metanol
HPLC, colocar en bafio Maria a 60°C por 2 minutos, agitando constantemente, sonicar
por 2 minutos, enfriar sobre agua helada, dejar equilibrar a temperatura ambiente y
completar a volumen con metanol HPLC. Filtrar una porcién de esta solucién a través

de un filtro de 0,5 um o fina porosidad, descartando los primeros 10mL del filtrado.

Calculos:

Se inyectd los estandares mixtos de referencia, cada muestra por triplicado, a las
areas obtenidas se le aplicé la siguiente formula para calcular la cantidad de principios
activos en la muestra.

AmeWstXPst X 50 X 100

(g /100 g) Clotrimazol =
Aqx 50 100 Wp,
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Amp x Wer x 2 x Pgt x 392,4 x 50 x 100

(g /100 g) Dexametasona =

Ass 50 50 100 434,5 Wy,

Donde:

An,:  Area bajo la curva del pico de Clotrimazol o Dexametasona acetato, obtenida
con la soluciéon muestra problema.

As:  Area promedio bajo la curva del pico de Clotrimazol o Dexametasona acetato,
obtenida con la solucién estandar de referencia.

W,: Peso de Clotrimazol o Dexametasona acetato estdandar de referencia,
expresado en gramos.

Ps:  Potencia de Clotrimazol o Dexametasona acetato estéandar de referencia,
expresado en porcentaje de droga tal cual.

Wt Peso de muestra problema a 25°C + 0,5°C expresado en gramos.

E. ROBUSTEZ

La Robustez se realizé variando el factor pH de la fase mévil en un £0,5 del valor
establecido en la Técnica desarrollada.

Para el ensayo a cada nivel del valor de pH de la fase mévil se utilizd dos soluciones
estandar mixto de referencia, para dos niveles de concentracion dentro del rango de la
linealidad y 3 muestras del lote piloto, cada solucion estandar y muestra se inyectd por

triplicado.

3.2.3 ANALISIS COMPARATIVO

El estudio del analisis comparativo se realiz6 siguiendo el método analitico
desarrollado para el producto; se trabajé con muestras de 2 laboratorios diferentes.
Para el analisis de cada producto se prepararon 3 muestras y se utilizé 2 soluciones
estandar mixto de referencia para dos niveles de concentracién tomados dentro del

rango de la linealidad. Cada solucién estandar y muestra se inyectd por triplicado.
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IV. RESULTADOS

4.1 ADECUACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

TABLA N2 1: RESULTADOS PARA CLOTRIMAZOL

RT AREA N ASYM RES
1 12.42 747158 3684 0.86 9.17
2 12.43 751915 3675 0.86 9.17
3 12.42 748694 3668 0.86 9.18
4 12.42 748665 3679 0.87 9.18
5 12.42 751163 3660 0.85 9.18
> 62.11 3747595 18366 4.30 45.88
X 12.42 749519 3673 0.86 9.18
2. = Sumatoria X = Promedio
TABLA N2 2: RESULTADOS PARA DEXAMETASONA ACETATO
RT AREA N ASYM RES
1 5.76 587103 1319 0.94 9.17
2 5.76 587752 1324 0.94 9.17
3 5.75 585465 1324 0.95 9.18
4 5.76 585097 1329 0.95 9.18
5 5.76 585143 1332 0.94 9.18
> 28.79 2930560 6628 4.72 45.88
X 5.76 586152 1326 0.94 9.18

RT

ASYM
RES

3. = Sumatoria

: Tiempo de retencién

: Nimero de platos tedricos

: Factor de asimetria de cola

: Resolucion

X = Promedio
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TABLA N° 3: PARAMETROS Y CRITERIOS DE ADECUACION DEL SISTEMA

CROMATOGRAFICO
RESULTADO
PARAMETRO DE CRITERIO DE
DEXAMETASONA
ADECUACION ACEPTACION | CLOTRIMAZOL AGETATO
REPETIBILIDAD
-Tiempo de retencion RSD < 2,0 % 0,02% 0,07%
-Areas RSD <2,0 % 0,26 0,21
PARAMETROS
COMATOGRAFICOS
Platos tedricos Minimo 1000 3660 1332
Factor de cola Maximo 2,0 0,86 0,94
Resolucion Minimo 5 9,18
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4.2 SELECTIVIDAD

TABLA N°4 — TIEMPOS DE RETENCION DEL ESTANDAR, EXCIPIENTES, PRODUCTOS DE DEGRADACION, PLACEBO, MUESTRAS.

MUESTRA

TIEMPO DE RETENCION (minutos)

0

'

o

3

4

5

6'

7'

g

g9

10’

11"

12'

13’

14

15’

16'

17'

18'

Dexametasona acetato estandar

5,47

Clotrimazol estandar

12,61

Dexametasona acetato HCI QP

6,13

Dexametasona acetato NaOH 20%

6,12

Dexametasona acetato H.O, 10 Vol.

6,13

Dexametasona acetato luz UV

6,12

Dexametasona acetato calor

6,20

Clotrimazol compuesto relacionado A

18,51

Placebo reciente

0,97

1,29 1,87

2,28

4,48

Placebo degradado

0,97

1,29 1,87

2,28

4,48

Producto terminado

Metanol

0,97

Buffer fosfato

Agua

Fase movil

Metilparabeno

2,28

Propilparabeno

4,48

Propilenglicol

0,97

Polisorbato 80

0,97

Ceteareth 25

0,97

Ceteareth 6 + Alcohol estearilico

0,97

Alcohol cetoestearilico

0,97

alcohol bencilico

1,87

2,28

Miristato de Isopropilo

1,29

Aceite mineral

0,97

INTERPRETACION: Los tiempos de retencion tanto de los excipientes como de los productos de degradacion no interfieren con los tiempos de retencién de la Dexametasona

acetato y Clotrimazol. Por lo tanto el método es selectivo.

-55-




4.3 LINEALIDAD

» ANALITO CLOTRIMAZOL

TABLA N° 5 — PESO DE LAS SOLUCIONES MADRES Y CONCENTRACION DE LOS
ESTANDARES

Soluciones Madre:

Peso Teorico Peso Real Factor Concentracion
Sol. Madre (9) (9) Dilucion (g/mL) Dilucion
M1 0.4000 0.3348 0.02 6.6960000 (mL)
M2 0.4000 0.3322 0.02 6.6440000 50
M3 0.4000 0.3351 0.02 6.7020000

TABLA N°6 — CONCENTRACION DEL ESTANDAR vs RESPUESTA

Concentracion Numero de Concentracion Area
(%) Réplicas (mg/mL) Promedio
1 0.13392000 252988
33.3 % 2 0.13288000 249461
3 0.13404000 250138
1 0.26784000 503158
66.6 % 2 0.26576000 500720
3 0.26808000 502499
1 0.40176000 749507
100 % 2 0.39864000 748630
3 0.40212000 755238
1 0.53568000 1002112
133.3 % 2 0.53152000 991504
3 0.53616000 1001866
1 0.66960000 1248936
166.6 % 2 0.66440000 1239913
3 0.67020000 1253509
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A. DETERMINACION DE LA PROPORCIONALIDAD Y DE LA LINEALIDAD

A1. RECTA DE REGRESION LINEAL

TABLA N°7 - RESULTADOS Y CALCULOS OBTENIDOS DEL ESTUDIO DE LINEALIDAD

2

2

x (g/mL) y (Area) xy x y
0.13392000 252988 33880 0.01793457 64002928144
0.13288000 249461 33148 0.01765709 62230790521
0.13404000 250138 33528 0.01796672 62569019044
0.26784000 503158 134766 0.07173827 253167972964
0.26576000 500720 133071 0.07062838 250720518400
0.26808000 502499 134710 0.07186689 252505245001
0.40176000 749507 301122 0.16141110 561760743049
0.39864000 748630 298434 0.15891385 560446876900
0.40212000 755238 303696 0.16170049 570384436644
0.53568000 1002112 536812 0.28695306 1004229127951
0.53152000 991504 527004 0.28251351 983080182016
0.53616000 1001866 537160 0.28746755 1003735481956
0.66960000 1248936 836288 0.44836416 1559841132096
0.66440000 1239913 823798 0.44142736 1537384247569
0.67020000 1253509 840102 0.44916804 1571285647918

2 | 6.01260000 11250180 5507520 2.94571103 10297344350173
P [ 0.40084000 750012

Z = Sumatoria; P = Promedio

x = Concentracidn (variable independiente, no sujeta a errores indeterminados).

y = Area (variable dependiente, sujeta a errores indeterminados).
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Férmula para hallar b:

Zxy - ZX 2y
b = Z(x-x)(y-y) = n
S(x-y)? >x? - (Zx)?
n
Formula para hallar a:
a = y - bx = 2y -b3x
n
Ecuacién:
Yy = bx + a

y = 1863256 x + 3144

1863256

3144



B. INTERPRETACION ESTADISTICA DE LA REGRESION LINEAL

a) COEFICIENTE DE CORRELACION (r)

ZXy - X3y
r = Z(x-x) (y-vy) = n
(x - x)? 2y - y)? X - (=x)? zy? - Gy)?
n n

0.999987

.,
I

En las tablas de r, para n-2 grados de libertad (en este caso 15-2 = 13), el valor obtenido 0.999987 supone una correlacion positiva
Con una probabilidad superior al 99,9 % (significativa al uno por mil) ya que r (13, 0,001) = 0,760.

b) COEFICIENTE DE DETERMINACION (r?)

r? = 0.999974
La variable independiente explica un 99,99 % de la varianza total de y.
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c) TEST DE LINEALIDAD
e Coeficiente de variacion de los factores de respuesta (f)

TABLA N°8 - RESULTADOS Y CALCULOS OBTENIDOS DEL COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS FACTORES DE RESPUESTA

Gexp

x (g/mL) y (A) f (y/x) Promedio s s? Media de f:

0.13392000 252988 1889098

0.13288000 249461 1877340 1877528 11478 131742458 f = 1873191

0.13404000 250138 1866144

0.26784000 503158 1878577 Desviacién estandar de f:

0.26576000 500720 1884106 1879040 4851 23534294

0.26808000 502499 1874437 S¢ = 7481

0.40176000 749507 1865559

0.39864000 748630 1877960 1873887 7212 52020017.61 | Coeficiente de variacion de f:

0.40212000 755238 1878141

0.53568000 1002112 1870729 (s¢/f) x 100 = 0.40

0.53152000 991504 1865412 1868246 2676 7159282

0.53616000 1001866 1868595 En una calibracidn lineal los factores de respuesta deben ser semejantes entre si

0.66960000 1248936 1865197 y cercanos al valor de la pendiente. Coeficientes de variacion superiores al 5,0%

0.66440000 1239913 1866215 1867254 2730 7451630.189 |indican falta de linealidad.

0.67020000 1253509 1870351
Al ser Geyp < Grabia, Significa que las varianzas de las concentraciones son
homogéneas, es decir, que el factor concentracion no influye en la variabilidad de
los resultados

Test de Cochran Gtabia (@=0,05; k=5; n=3) = 0.6838
= s’max = 131742458 = 0.5937
s?1+s%+s%3+5%+5% 221907682
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o Significacion estadistica de la varianza de la pendiente b (Hipotesis nula: b = 0)

TABLA N°9 — TEST DE LINEALIDAD DE LA PENDIENTE b

Varianza
s x = ZIy* - azy - b =xy = 3737269 Ssyx = 1933
n-2
s%, = Sy = 6977457 s, = 2641 sprel. (%)
sx2 - @2
n
Limites de confianza
b + tsy, = 1863256 + 2.160 x 2641
b + tsy, = 1863256 + 5705 (Entre 1857551 y 1868961)
El valor 2.160 es el valor de t para 15-2=13 grados de libertad y P = 0,05 (intervalo de confianza del 95 %).
Test de t
tep = |bl = 1863256 = 705.381
Sh 2641
texp > trablas incluso para P = 0,001 (0,1 %).
Este valor tan alto indica que la probabilidad de ser b # 0 es muy elevada, superior al 99,9 %.
Si fuera b = 0 significaria que la recta es paralela al eje de las abscisas y no habria regresion.

Sp X 100

b

0.14
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d) TEST DE PROPORCIONALIDAD

¢ Significacion estadistica de la varianza del término independiente a (Hipotesis nula: a = 0)

TABLA N°10 — TERMINO INDEPENDIENTE Y TEST DE PROPORCIONALIDAD

Varianza

n a
Limites de confianza

a

[+

3144 + 2.160 x 1171
a + ts, = 3144 + 2529 (Entre 615 y 5673)

tsy

Como estos limites no incluyen el cero (0), el método analitico presenta sesgo, es decir, no se cumple la condiciéon de proporcionalidad.
El valor 2.160 es el valor de t para 15-2=13 grados de libertad y P=0,05 (intervalo de confianza del 95 %).

Test de t
tep = lal = 3144 = 2.686
Sa 1171
texp > tiablas

Este valor indica que la probabilidad de ser a # 0 es elevada.

Si a = 0, significa que la recta pasa por el origen de las coordenadas.

s2, = s% 2x? = 1370238 sa = 1171 s,rel. (%) = s,x 100

37.23
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C. REPRESENTACION GRAFICA DE LA RECTA DE REGRESION

GRAFICO N°6 - REPRESENTACION GRAFICA
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» ANALITO DEXAMETASONA ACETATO

TABLA N° 11 — PESO DE LAS SOLUCIONES MADRES Y CONCENTRACION DE
LOS ESTANDARES

Soluciones Madre:

Peso Teoérico Peso Real Factor Concentracion
Sol. Madre (g9) (g9) Dilucidn (g / mL) Dilucidn
M1 0.0180 0.3833 0.0008 0.3066093 (mL)
M2 0.0180 0.3722 0.0008 0.2977302 1250
M3 0.0180 0.3817 0.0008 0.3053295

TABLA N°12 — CONCENTRACION DEL ESTANDAR vs RESPUESTA

Concentracion | Numero de | Concentraciéon Area
(%) Réplicas (mg / mL) Promedio
1 0.00553901 197715
33.3 % 2 0.00537860 191959
3 0.00551589 196137
1 0.01107802 395264
66.6 % 2 0.01075721 382609
3 0.01103177 390599
1 0.01661703 585235
100 % 2 0.01613581 575174
3 0.01654766 592342
1 0.02215604 786092
133.3 % 2 0.02151442 757855
3 0.02206355 778758
1 0.02769504 977394
166.6 % 2 0.02689302 949086
3 0.02757944 974704
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A1. RECTA DE REGRESION LINEAL

A. DETERMINACION DE LA PROPORCIONALIDAD Y DE LA LINEALIDAD

TABLA N°13 - RESULTADOS Y CALCULOS OBTENIDOS DEL ESTUDIO DE LINEALIDAD

x (g/mL) y (Area) xy x?2 y? Férmula para hallar b:

0.00553959 197715 1095 0.00003069 39091221225 ZXy - 22X 32y
0.00537914 191959 1033 0.00002894 36848257681 b= I(xx)(y-y) = n =
0.00551644 196137 1082 0.00003043 38469722769 >(x-y)? >x? - (=x)?
0.01107913 395264 4379 0.00012275 156233629696 n
0.01075828 382609 4116 0.00011574 146389646881

0.01103288 390599 4309 0.00012172 152567578801 Férmula para hallar a:

0.01661869 585235 9726 0.00027618 342500005225 a= y - bx = 3Xy-b3x =
0.01613743 575174 9282 0.00026042 330825130276 n
0.01654932 592342 9803 0.00027388 350868650109

0.02215825 786092 17418 0.00049099 617940108455 Ecuacion:

0.02151657 757855 16306 0.00046296 574344201025 Yy = bx + a
0.02206576 778758 17184 0.00048690 606464022564

0.02769781 977394 27072 0.00076717 955299031236 y = 35199939 x + 3545
0.02689571 949086 25526 0.00072338 900764235396

0.02758220 974704 26884 0.00076078 950048537354

0.24652720 8730923 175216 0.00495292 6198653978693

0.01643515 582062

Z = Sumatoria; P = Promedio

x = Concentracidn (variable independiente, no sujeta a errores indeterminados).

y = Area (variable dependiente, sujeta a errores indeterminados).
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B. INTERPRETACION ESTADISTICA DE LA REGRESION LINEAL

a) COEFICIENTE DE CORRELACION (r)

Zxy - ZX 3y
r = Z(x-x) (y-vy) = n
S(x - x)2Z(y -y)? sx? - >x)? Sy? - (Zy)?
n n

0.999958

.,
Il

En las tablas de r, para n-2 grados de libertad (en este caso 15-2 = 13), el valor obtenido 0.999958 supone una correlacion positiva
con una probabilidad superior al 99,9 % (significativa al uno por mil) ya que r (13, 0,001) = 0,760.

b) COEFICIENTE DE DETERMINACION (r?)

r?2 = 0.999917
La variable independiente explica un 99,99 % de la varianza total de y.
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c) TEST DE LINEALIDAD

Coeficiente de variacion de los factores de respuesta (f)

TABLA N°14 - RESULTADOS Y CALCULOS OBTENIDOS DEL COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS FACTORES DE RESPUESTA.

Gexp

x (g/mL) y (A) f (y/x) Promedio s s2 Media de f:
0.00553959 197715 35691270
0.00537914 191959 35685816 35644027 77152 5952382258 f = 35475360
0.00551644 196137 35554996
0.01107913 395264 35676448 Desviacién estandar de f:
0.01075828 382609 35564142 35547922 137356 18866555231
0.01103288 390599 35403177 S¢ = 195235
0.01661869 585235 35215471
0.01613743 575174 35642231 35550070 299354 89613005903 Coeficiente de variacién de f:
0.01654932] 592342 35792508
0.02215825 786092 35476252 (s¢/f) x 100 = 0.55
0.02151657 757855 35221924 35330258 131280 17234389415
0.02206576) 778758 35292598
0.02769781 977394 35287772 En una calibracién lineal los factores de respuesta
0.02689571 949086 35287635 35304524 290134 848791677.8 deben ser semejantes entre si y cercanos al valor de
la pendiente. Coeficientes de variacidon superiores
0.02758220 974704 35338165 al 5,0 % indican falta de linealidad.
Test de Cochran Grabia (a=0,05; k=5; n=3) = 0.6838
Al ser Gexp < Grabia, Significa que las varianzas
= $2méax - 89613005903 - 0.6762 de las concentraciones son homogéneas, es decir,
_— que el factor concentracion no influye en Ila
$%1+5%+5%3+5%+5% 132515124484 variabilidad de los resultados
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e Significacion estadistica de la varianza de la pendiente b (Hipotesis nula: b = 0)

TABLA N°15 — TEST DE LINEALIDAD DE LA PENDIENTE b

\Varianza

S%yx = zy? - azy - b Zxy = 7143933 sy« 2673

s?, = Szy,x = 7927076829 Sp
sx? - (=2x)?

89034 sy rel. (%)

Limites de confianza

b + ts, = 35199939 * 2.160 x 890344
b + ts, = 35199939 192313 (Entre 35007626 y 35392252)
El valor 2.160 es el valor de t para 15-2=13 grados de libertad y P=0,05 (intervalo de confianza del 95 %).
Test de t
texp = |b| = 35199939 = 395.353
Sb 89034
texp >  twbes incluso para P = 0,001 (0,1 %).

Este valor tan alto indica que la probabilidad de ser b # 0 es muy elevada, superior al 99,9 %.

Si fuera b = 0 significaria que la recta es paralela al eje de las abscisas y no habria regresion.

s, X 100 =0.25

b
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d) TEST DE PROPORCIONALIDAD

o Significacion estadistica de la varianza del término independiente a (Hipotesis nula:a =0

TABLA N°16 — TERMINO INDEPENDIENTE Y TEST DE PROPORCIONALIDAD

Varianza
s2, = s% X2 = 2617477 s. = 1618 s,rel. (%) = s5,x100 = 45,63
n a
Limites de confianza
a + ts; = 3545 + 2.160 x 1618
a + ts, = 3545 + 3495 (Entre 50 y 7040)

Como estos limites no incluyen el cero (0), el método analitico presenta sesgo, es decir, no se cumple la condicion de proporcionalidad.

El valor 2.160 es el valor de t para 15-2=13 grados de libertad y P=0,05 (intervalo de confianza del 95 %).

Test de t
tep = lal = 3545 = 2.191
Sa 1618
texp > Lrablas

Este valor indica que la probabilidad de ser a # 0 es elevada.

Si a = 0, significa que la recta pasa por el origen de las coordenadas.
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C. REPRESENTACION GRAFICA DE LA RECTA DE REGRESION

GRAFICO N°7 - REPRESENTACION GRAFICA
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4.4 EXACTITUD
> ANALITO CLOTRIMAZOL

TABLA N°17 - PESO DE LAS SOLUCIONES MADRES Y CONCENTRACION DE
LOS ESTANDARES

Soluciones Madre:

TABLA N° 18 - CONCENTRACION DEL ESTANDAR vs RESPUESTA

Peso Peso Real Factor Concentracion
Sol. Madre Te{’gr;“ (9) Dilucién (g/mL) Dilucion
M1 0.4000 0.3380 0.02 6.7600000 (mL)
M2 0.4000 0.3353 0.02 6.7060000 50
M3 0.4000 0.3376 0.02 6.7520000

ESTANDAR ESTANDAR + PLACEBO
Concentracion| Numero de | Concentracion Area Concentracion Area
(%) Réplicas (%) Promedio (%) Promedio
1 33.80 | o mmmmmmeee- 33.82 255230
33.3 % 2 33.53 |  —-mmmmee-- 33.77 254857
3 33.76 | mmmmmmmee- 33.66 254016
1 101.40 | mmmmmmee- 101.57 760183
100 % 2 100.59 | ---mmme--- 100.38 751258
3 101.28 | ---mmmee-- 102.02 763527
1 169.00 |  -mmmmemee- 171.16 1278788
166.6 % 2 167.65 | ---mm----- 168.31 1257556
3 168.80 | o ---------- 170.04 1270455
Ecuacion de la y=bx +a
Recta:
y = Area
b 1863256
X Concentracion
a = 3144

% SOLUCION MADRE 1:

TABLA N°19 - DETERMINACION DE LA EXACTITUD DE VARIAS MUESTRAS DE

CONCENTRACIONES CONOCIDAS DIFERENTES DE LA SOLUCION MADRE 1

% PROMEDIO * s

sZ

% REAL |% HALLADO| % PROMEDIO s
33.87 33.82
33.80 33.83 33.82 0.05 + 0.00
0.05
33.77
101.69 101.57
101.40 101.72 101.57 0.23 + 0.05
0.23
101.31
170.59 171.16
169.00 171.18 171.16 0.56 0156 0.31
171.70 ’
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Test de Iqualdad de Varianzas (Test G de Cochran):

Gexp = Szma'x = 0.31 = 0.8611
s’ +s%+s% 0.36
Gabla (P=0,05; K=3; n=3) = 0.8709

Al ser Gexp < Gtrabia Significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes.
Es decir, el factor concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.

Porcentaje de Recuperacion (Test t de Student):

% REAL % RECUP. | % PROMEDIO
100.21
33.80 100.08 100.07
99.92
100.29
101.40 100.32 100.17
99.91
100.94
169.00 101.29 101.28
101.60
100.51
0.67
0.67
texp = [100 - R| Vn = [100 - 100.51| V9 = 2.279
cv 0.67

tana (P=0,05; GL=9-1=8) = 2.306

Al ser tex, < twabia NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media y 100, confirmando que
el método es exacto.

< SOLUCION MADRE 2:

TABLA N°20 - DETERMINACION DE LA EXACTITUD DE VARIAS MUESTRAS DE
CONCENTRACIONES DIFERENTES CONOCIDAS DE LA SOLUCION MADRE 2

% REAL % HALLADO| % PROMEDIO s % PROMEDIO * s s?
33.71
33.53 33.83 33.77 0.06 33.77 + 0.06 0.00
33.77
100.40
100.59 100.65 100.38 0.28 100.38 + 0.28 0.08
100.09
168.05
167.65 168.22 168.32 0.32 168.32 + 0.32 0.11
168.68

Test de Iqualdad de Varianzas (Test G de Cochran):

Gexp = SZma'x = 0.11 = 0.5789
521+522+Sz3 0.19
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Gtabla (P=0105, K=3, n=3) = 0.8709

Al ser Geyxp < Grabia Significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes.
Es decir, el factor concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.

Porcentaje de Recuperacion (Test t de Student):

% REAL | % RECUP. | % PROMEDIO
100.55
33.53 100.91 100.73
100.72
99.81
100.59 100.06 99.79
99.50
100.24
167.65 100.34 100.40
100.61
100.30
0.48
0.47
texp = [100 - R| vn = [100 - 100.30| V9 =  1.923
- ov 0.47

tiabia (P=0,05; GL=9-1=8) = 2.306

Al ser tex, < twmba NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media y 100, confirmando que
el método es exacto.

< SOLUCION MADRE 3:

TABLA N°21 - DETERMINACION DE LA EXACTITUD DE VARIAS MUESTRAS DE
CONCENTRACIONES DIFERENTES CONOCIDAS DE LA SOLUCION MADRE 3

% REAL % HALLADO| % PROMEDIO s % PROMEDIO * s s?
33.82
33.76 33.24 33.66 0.37 33.66 + 0.37 0.14
33.92
101.71
101.28 101.89 102.02 0.39 102.02 + 0.39 0.15
102.46
170.04
168.80 169.97 170.04 0.07 170.04 + 0.07 0.00
170.11

Test de Iqualdad de Varianzas (Test G de Cochran):

Gexp = S max = 0.15 = 0.5172
521+522+523 0.29
Gtabia (P=0,05; K=3; n=3) = 0.8709

Al ser Gexp < Grabia Significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes.
Es decir, el factor concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.
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Porcentaje de Recuperacion (Test t de Student):

% REAL % RECUP. | % PROMEDIO
100.18
33.76 98.45 99.70
100.49
100.43
101.28 100.61 100.73
101.17
100.74
168.80 100.69 100.73
100.77
100.39
0.59
0.59
texp = [100 - R| Vn
—a

teabla (P=0,05; GL=9-1=8) = 2.306
Al ser texp < traba NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media y 100, confirmando
que el método es exacto.

= [100 - 100.39| V9 =

1.982

0.59

» ANALITO DEXAMETASONA ACETATO

TABLA N° 22 - PESO DE LAS SOLUCIONES MADRES Y CONCENTRACION DE
LOS ESTANDARES

Soluciones Madre:

Peso Teodrico Peso Real Factor Concentracion
Sol. Madre (g9) (g9) Dilucion (mg/mL) Dilucion
M1 0.1000 0.3835 0.0008 0.3067693 (mL)
M2 0.1000 0.3729 0.0008 0.2982902 1250
M3 0.1000 0.3824 0.0008 0.3058894

TABLA N°23 — CONCENTRACION DEL ESTANDAR vs RESPUESTA

ESTANDAR ESTANDAR + PLACEBO
Concentracion Numero de Concentracion Area Concentracion Area
(%) Réplicas (%) Promedio (%) Promedio

1 30.79 | mmemeeeee 30.74 198314
33.3 % 2 29.94 | mmmemmomeo 30.14 194533
3 30.70 | —memeeeee- 30.62 197539
1 92.36 | mmmmemmee- 92.92 592293
100 % 2 89.81 | mcmemmomeo 89.65 571547
3 92.10 | =mmmeeee 92.90 592142
1 153.94 | —-em-ee-eo 156.80 997026
166.6 % 2 149.69 | -mememe-eo 150.51 957166
3 153.50 | -mmem-eeeo 154.78 984203

-73-




< SOLUCION MADRE 1:

TABLA N°24 - DETERMINACION DE LA EXACTITUD DE VARIAS MUESTRAS DE
CONCENTRACIONES CONOCIDAS DIFERENTES DE LA SOLUCION MADRE 1

% REAL % HALLADO |% PROMEDIO s % PROMEDIO * s s
30.63
30.79 30.85 30.74 0.11 30.74 + 0.11 0.01
30.74
92.66
92.36 92.81 92.92 0.33 92.92 + 0.33 0.11
93.29
156.05
153.94 156.70 156.80 0.80 156.80 + 0.80 0.64
157.65

Test de Iqualdad de Varianzas (Test G de Cochran):

Gexp = S%max = 0.64 = 0.8421
s?1+s%+5% 0.76
Gtabla (P=0,05, K=3, n=3) = 0.8709

Al ser Gexp < Grabia Significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes.

Es decir, el factor concentracién no influye en la variabilidad de los resultados.

Porcentaje de Recuperacidon (Test t de Student):

% REAL % RECUP. | % PROMEDIO
99.48
30.79 100.20 99.84
99.84
i} 100.32
92.36 100.48 100.60
101.00
101.37
153.94 101.79 101.86
102.41
100.77
1.02
1.01
to _ 1100 - R| Vn ) |100 —V1900.77| L s
cv 1.01

tubia (P=0,05; GL=9-1=8) = 2.306

Al ser texp < twbla NO existe diferencia significativa entre la recuperaciéon media y 100, confirmando que
el método es exacto.
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< SOLUCION MADRE 2:

TABLA N° 25 - DETERMINACION DE LA EXACTITUD DE VARIAS MUESTRAS DE
CONCENTRACIONES DIFERENTES CONOCIDAS DE LA SOLUCION MADRE 2

% REAL | % HALLADO | % PROMEDIO s % PROMEDIO + s s
29.96
29.94 30.14 30.14 0.18 30.14 + 0.18 0.03
30.32
89.57
89.81 89.77 89.65 0.10 89.65 + 0.10 0.01
89.60
150.05
149.69 150.49 150.53 0.50 | 150.53 + 0.50 0.25
151.05
Test de Iqualdad de Varianzas (Test G de Cochran):
Gexp = Szma’x = 0.25 = 0.8621:
s%,45%,+5%; 0.29

Guapa (P=0,05; K=3; n=3) = 0.8709

Al ser Gexp < Grabia Significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes.
Es decir, el factor concentracién no influye en la variabilidad de los resultados.

Porcentaje de Recuperacion (Test t de Student):

% REAL % RECUP.| % PROMEDIO
100.09
29.94 100.69 100.69
101.29
_ 99.74
89.81 99.95 99.82
99.76
100.24
149.69 100.54 100.56
100.91
100.36
0.47
0.47
texp = [100 - R| Vn = [100 - 100.36] V9 =
Ccv 0.47

tiabia (P=0,05; GL=9-1=8) = 2.306

Al ser texp < twbia NO existe diferencia significativa entre la recuperacién media y 100, confirmando que
el método es exacto.
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< SOLUCION MADRE 3:

TABLA N° 26 — DETERMINACION DE LA EXACTITUD DE VARIAS MUESTRAS DE
CONCENTRACIONES DIFERENTES CONOCIDAS DE LA SOLUCION MADRE 3

% REAL % HALLADO % PROMEDIO s % PROMEDIO £ s s?

30.57
30.70 30.50 30.62 0.15 30.62 + 0.15 0.02
30.79

92.13
92.10 92.94 92.90 0.75 92.90 + 0.75 0.57
93.63

154.49
153.50 154.77 154.78 0.29 154.78 + 0.29 0.08
155.07

Test de Igualdad de Varianzas (Test G de Cochran):

Gexp = S max = 0.57 0.8507

521+522+523 0.67

Gabla (P=0,05; K=3; n=3) = 0.8709

Al ser Gexp < Grabia Significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes.

Es decir, el factor concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.

Porcentaje de Recuperacion (Test t de Student):

% REAL % RECUP. % PROMEDIO
99.57
30.70 99.34 99.73
100.28
_ 100.03
92.10 100.91 100.87
101.66
100.64
153.50 100.83 100.83
101.02
100.48
0.64
0.64
texp - |100 - R| Vn - |100 - 100.48| V9 — 5,226
cv 0.64

tiabia (P=0,05; GL=9-1=8) = 2.306

Al ser texy < tibi NO existe diferencia significativa entre la recuperacién media y 100, confirmando que el método
es exacto.
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4.5 PRECISION

> ANALITO CLOTRIMAZOL

PRECISION 1:

Pesos de los estandares y muestras:

Pesos (g)
Estandar 1 0.0224
Estandar 2 0.0324
Analista Analista Analista
Al A2 A3
50% M1 1.3176 0.9845 0.9612
M2 1.1186 0.9835 1.1312
M3 1.1010 0.9847 1.0217
100% M1 2.0174 2.2079 2.0307
M2 2.3569 1.9560 1.9217
M3 2.0805 1.9968 1.9781
150% M1 3.0477 2.9652 2.9963
M2 3.1976 2.9628 2.9608
M3 3.0054 3.0856 2.9530
Resultados de los estandares:
Estandar | Numero de | Area por Estadistica
St Inyecciones | Inyeccién
St1 1 800718 X 802179.333
2 805236 |DE 2647.99874
3 800584  |DER 0.33010059
St2 1 1166890 |X 1167400.33
2 1168997 |DE 1412.42782
3 1166314 |DER 0.12098916
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PRECISION 2:

Pesos de los estandares y muestras:

Pesos (g)
Estandar 1 0.0199
Estandar 2 0.0301
Analista Analista Analista
Al A2 A3
50% M1 1.0370 0.9919 1.1435
M2 1.1737 0.9593 1.2522
M3 1.1405 1.0609 0.9929
100% M1 2.0968 2.0366 2.2612
M2 2.2920 1.9330 2.0425
M3 2.1751 1.9384 2.1835
150% M1 3.1474 2.9526 2.9577
M2 3.0883 3.0947 3.1021
M3 3.1716 3.2872 2.9487
Resultados de los estandares:
Estandar Numero de Area por Estadistica
St Inyecciones | Inyeccién
Stl 1 717254 X = | 719223.667
2 720168 |DE | = | 1706.26209
3 720249  |DER | = | 0.23723664
st2 1 1095671  [X = | 1099869.33
2 1097665 |DE | = | 5633.79218
3 1106272 |DER | = | 0.51222377
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PRECISON 3:

Pesos de los estandares y muestras:

Pesos (g)
Estandar 1 0.0177
Estandar 2 0.0312
Analista Analista Analista
Al A2 A3
50% M1 0.9804 0.9864 1.0087
M2 0.9816 1.0588 1.0335
M3 0.9237 1.0031 1.0503
100% M1 1.9029 1.7989 1.8020
M2 1.7424 1.7343 1.8960
M3 1.7053 1.7503 1.8951
150% M1 2.9773 3.0136 3.0340
M2 2.9974 3.0213 3.0336
M3 3.0042 3.0590 3.0176
Resultados de los estandares:
Estandar Numero de Area por Estadistica
St Inyecciones | Inyeccion
1 635136 X = 635065
St1 2 637002 |DE | = | 1973.45813
3 633057 DER | = 0.310749
1 1105273 X = 1109633
St2 2 1111813 DE = | 3775.87076
3 1111813 DER | = | 0.34028104
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TABLA N° 27 - RESULTADOS DE LA PRECISION 1, 2, 3 CON LOS DIFERENTES ANALISTAS

PRECISION 1 (Dia 1)

PRECISION 2 (Dia 2)

PRECISION 3 (Dia 3)

Concentracion | Muestras
(%) M
Analista 1 Analista 2 Analista 3 Analista 1 Analista 2 Analista 3 Analista 1 Analista 2 Analista 3

M1 102.40 102.51 102.83 101.93 101.62 101.83 102.52 102.02 103.00
M2 102.76 101.99 103.28 102.70 101.78 102.20 102.65 102.08 102.37
50% M3 102.33 102.81 102.79 102.57 101.22 101.86 103.52 102.09 102.29
X 102.50 102.44 102.97 102.40 101.54 101.96 102.90 102.06 102.55

DE 0.23 0.41 0.27 0.41 0.29 0.20 0.54 0.04 0.39

DER 0.23 0.40 0.26 0.40 0.28 0.20 0.53 0.04 0.38
M1 102.80 103.63 103.30 102.75 101.60 103.03 102.62 101.79 102.85
M2 101.94 103.12 102.87 101.57 102.02 101.88 102.41 103.39 102.94
100% M3 102.31 102.93 102.71 103.29 101.69 102.24 101.64 102.40 102.46
X 102.35 103.23 102.96 102.54 101.77 102.38 102.22 102.53 102.75

DE 0.43 0.36 0.31 0.88 0.22 0.59 0.52 0.81 0.25

DER 0.42 0.35 0.30 0.86 0.21 0.58 0.51 0.79 0.24
M1 102.62 101.95 102.73 101.99 101.87 102.50 102.52 102.64 103.20
M2 102.66 102.14 102.69 101.73 101.45 102.55 103.30 101.99 101.97
150% M3 102.45 102.23 102.12 101.96 101.50 102.63 101.91 102.49 102.60
X 102.58 102.11 102.51 101.89 101.60 102.56 102.57 102.37 102.59

DE 0.11 0.14 0.34 0.14 0.23 0.06 0.69 0.34 0.61

DER 0.11 0.14 0.33 0.14 0.22 0.06 0.68 0.33 0.60
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> ANALITO DEXAMETASONA ACETATO

PRECISION 1:

Pesos de los estandares y muestras:

Pesos (g9)
Estandar 1 0.0213
Estandar 2 0.0326

Peso Molecular 1 (Base) 392.47
Peso Molecular 2 (Sal) 434.50
Analista Analista Analista
Al A2 A3
M1 1.3176 0.9845 0.9612
50% M2 1.1186 0.9835 1.1312
M3 1.1010 0.9847 1.0217
M1 2.0174 2.2079 2.0307
100% M2 2.3569 1.9560 1.9217
M3 2.0805 1.9968 1.9781
M1 3.0477 2.9652 2.9963
150% M2 3.1976 2.9628 2.9608
M3 3.0054 3.0856 2.9530
Resultados de los estandares:
Estandar | Numero de | Area por Estadistica
St Inyecciones | Inyecciéon
1 544630  |X = 547569.667
st1 2 549456 |DE = 2579.67097
3 548623 |DER = 0.47111283
1 830592 |X = 831455.667
St2 2 831865 |DE = 748.295619
3 831910 |[DER = 0.08999826
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PRECISION 2:

Pesos de los estandares y muestras:

Pesos (g9)
Estandar 1 0.0188
Estandar 2 0.0326
Peso Molecular 1 (Base) 392.47
Peso Molecular 2 (Sal) 434.50
Analista Analista Analista
Al A2 A3
M1 1.0370 0.9919 1.1435
50% M2 1.1737 0.9593 1.2522
M3 1.1405 1.0609 0.9929
M1 2.0968 2.0366 2.2612
100% M2 2.2920 1.9330 2.0425
M3 2.1751 1.9384 2.1835
M1 3.1474 2.9526 2.9577
150% M2 3.0883 3.0947 3.1021
M3 3.1716 3.2872 2.9487
Resultados de los estandares:
Estandar | Numero de | Area por Estadistica
St Inyecciones | Inyeccion
1 475431 X = 476133
st1 2 476172 |DE = 683.335203
3 476796 DER = 0.14351772
1 846274 X = 844200.333
St2 2 841755 |DE = 2282.31074
3 844572 DER = 0.27035179
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PRECISION 3:

Pesos de los estandares y muestras:

Pesos (g9)
Estandar 1 0.0186
Estandar 2 0.0338
F. Dilucion 0.01
Peso Molecular 1 (Base) 392.47
Peso Molecular 2 (Sal) 434.50
Analista Analista Analista
Al A2 A3
M1 0.9804 0.9864 1.0087
50% M2 0.9816 1.0588 1.0335
M3 0.9237 1.0031 1.0503
M1 1.9029 1.7989 1.8020
100% M2 1.7424 1.7343 1.8960
M3 1.7053 1.7503 1.8951
M1 2.9773 3.0136 3.0340
150% M2 2.9974 3.0213 3.0336
M3 3.0042 3.0590 3.0176
Resultados de los estandares:
Estandar | Numero de | Area por Estadistica
St Inyecciones | Inyeccion
1 470028 X = 472456.667
st1 2 471155 |DE = 3279.34023
3 476187 DER = 0.69410392
1 865562 X = 865314
St2 2 865190 [DE =  214.7743
3 865190 DER = 0.02482039
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TABLA N° 28 - RESULTADOS DE LA PRECISION 1, 2, 3 CON LOS DIFERENTES ANALISTAS

Concentracién | Muestras PRECISION 1 (Dia 1) PRECISION 2 (Dia 2) PRECISION 3 (Dia 3)
(%) M
Analista 1 Analista 2 Analista 3 Analista 1 Analista 2 Analista 3 Analista 1 Analista 2 Analista 3

M1 105.81 106.52 106.11 107.64 106.95 108.31 105.92 104.85 106.54
M2 105.85 106.90 107.54 107.20 107.72 107.66 105.25 106.44 105.14
50% M3 107.33 105.39 108.58 108.50 107.36 106.89 105.14 107.27 106.12
X 106.33 106.27 107.41 107.78 107.34 107.62 105.44 106.19 105.93

DE 0.87 0.79 1.24 0.66 0.39 0.71 0.42 1.23 0.72

DER 0.81 0.74 1.15 0.61 0.36 0.66 0.40 1.16 0.68
M 107.32 106.57 107.13 107.00 107.41 107.84 106.40 105.60 107.10
M2 105.96 106.61 107.39 106.59 106.67 105.38 106.69 105.97 107.52
B M3 106.71 107.39 106.68 108.15 106.70 107.46 106.25 107.55 106.20
X 106.66 106.86 107.07 107.25 106.93 106.89 106.45 106.37 106.94

DE 0.68 0.46 0.36 0.81 0.42 1.32 0.22 1.04 0.67

DER 0.64 0.43 0.34 0.75 0.39 1.24 0.21 0.97 0.63

M1 106.00 105.86 106.25 106.51 106.85 107.83 106.65 105.45 107.71
M2 104.75 106.56 106.72 105.21 105.50 108.66 103.65 104.64 106.08
150% M3 106.73 108.22 107.54 108.02 106.59 108.22 104.70 106.97 106.59
X 105.83 106.88 106.84 106.58 106.31 108.24 105.00 105.69 106.79

DE 1.00 1.21 0.65 1.41 0.72 0.42 1.52 1.18 0.83

DER 0.95 1.13 0.61 1.32 0.67 0.38 1.45 1.12 0.78
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4.5.1 REPETIBILIDAD

» ANALITO CLOTRIMAZOL

REPETIBILIDAD A1:

TABLA N° 29 - EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL
ANALISTA 1 EN LAS MISMAS CONDICIONES OPERATIVAS.

Analista: Analista 1 (A1)

Resultados:

Concentracion (%)
D1 D2 D3
M1 102.50 102.40 102.90
M2 102.35 102.54 102.22
M3 102.58 101.89 102.57
X 102.48 102.28 102.56

DE 0.12 0.34 0.34

DER 0.11 0.33 0.33
Limite de Confianza Individual (95 %): X £ ts t= 4.303 (P=0.05)

n= 3
LC Ind. D1 = 102.48 + 4.303 X 0.12
LC Ind. D1 = 102.48 + 0.50
LC Ind. D1 = 101.97 - 102.98
LC Ind. D2 = 102.28 + 4.303 X 0.34
LC Ind. D2 = 102.28 + 1.47
LC Ind. D2 = 100.80 - 103.75
LC Ind. D3 = 102.56 + 4.303 X 0.34
LC Ind. D3 = 102.56 + 1.46
LC Ind. D3 = 101.10 - 104.03
Limite de Confianza de la Media (95 %): X £ ts/vn t= 4.303 (P=0.05)
n= 3
LC Med. D1 = 102.48 + 4.303 X 0.12 / 1.73
LC Med. D1 = 102.48 + 0.29
LC Med. D1 = 102.19 - 102.77
LC Med. D2 = 102.28 + 4.303 X 0.34 / 1.73
LC Med. D2 = 102.28 + 0.85
LC Med. D2 = 101.43 - 103.13
LC Med. D3 = 102.56 + 4.303 X 0.34 / 1.73
LC Med. D3 = 102.56 + 0.84
LC Med. D3 = 101.72 - 103.41
X = Promedio cv = Coeficiente de variacion
s = Desviacion estandar n = Numero de determinaciones

t = Valor de "t" en tablas para "n-1" grados de libertad, con una significancia del 95 %
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REPETIBILIDAD A2:

TABLA N° 30 - EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL
ANALISTA 2 EN LAS MISMAS CONDICIONES OPERATIVAS.

Analista: Analista 2 (A2)

Resultados:

Concentracion (%)
D1 D2 D3
M1 102.44 101.54 102.06
M2 103.23 101.77 102.53
M3 102.11 101.60 102.37
X 102.59 101.64 102.32

DE 0.58 0.12 0.24
DER 0.56 0.12 0.23

Limite de Confianza Individual (95 %): X £ ts t= 4.303 (P=0.05)

n= 3

LC Ind. D1 = 102.59 + 4.303 X 0.58

LC Ind. D1 = 102.59 + 2.48

LC Ind. D1 = 100.12 - 105.07

LC Ind. D2 = 101.64 + 4.303 X 0.12

LC Ind. D2 = 101.64 + 0.51

LC Ind. D2 = 101.12 - 102.15

LC Ind. D3 = 102.32 + 4.303 X 0.24

LC Ind. D3 = 102.32 + 1.03

LC Ind. D3 = 101.29 - 103.35

Limite de Confianza de la Media (95 %): X + ts/vn t= 4.303 (P=0.05)

n= 3

LC Med. D1 = 102.59 + 4.303 X 0.58 / 1.73
LC Med. D1 = 102.59 + 1.43
LC Med. D1 = 101.16 - 104.02
LC Med. D2 = 101.64 + 4.303 X 0.12 / 1.73
LC Med. D2 = 101.64 + 0.30
LC Med. D2 = 101.34 - 101.93
LC Med. D3 = 102.32 + 4.303 X 0.24 / 1.73
LC Med. D3 = 102.32 + 0.59
LC Med. D3 = 101.73 - 102.91

X = Promedio cv = Coeficiente de variacion

s = Desviacidn estandar n = NUumero de determinaciones

t = Valor de "t" en tablas para "n-1" grados de libertad, con una significancia del 95 %
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REPETIBILIDAD A3:

TABLA N° 31 - EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL
ANALISTA 3 EN LAS MISMAS CONDICIONES OPERATIVAS.

Analista: Analista 3 (A3)

Resultados:

Concentracion (%)
D1 D2 D3
M1 102.97 101.96 102.55
M2 102.96 102.38 102.75
M3 102.51 102.56 102.59
102.81 102.30 102.63

s 0.26 0.31 0.11

cv 0.26 0.30 0.10
Limite de Confianza Individual (95 %): X % ts t= 4.303 (P=0.05)

n= 3
LC Ind. D1 = 102.81 + 4.303 X 0.26
LC Ind. D1 = 102.81 + 1.13
LC Ind. D1 = 101.68 - 103.94
LC Ind. D2 = 102.30 + 4.303 X 0.31
LC Ind. D2 = 102.30 + 1.32
LC Ind. D2 = 100.98 - 103.62
LC Ind. D3 = 102.63 + 4.303 X 0.11
LC Ind. D3 = 102.63 + 0.46
LC Ind. D3 = 102.17 - 103.09
Limite de Confianza de la Media (95 %): X £ ts/vYn  t= 4.303 (P=0.05)
n= 3
LC Med. D1 = 102.81 + 4.303 X 0.26 / 1.73
LC Med. D1 = 102.81 + 0.65
LC Med. D1 = 102.16 - 102.81
LC Med. D2 = 102.30 + 4.303 X 0.31 / 1.73
LC Med. D2 = 102.30 + 0.76
LC Med. D2 = 101.54 - 103.06
LC Med. D3 = 102.63 + 4.303 X 0.11 / 1.73
LC Med. D3 = 102.63 + 0.26
LC Med. D3 = 102.37 - 102.89
X = Promedio cv = Coeficiente de variacion
s = Desviacion estandar n = NUmero de determinaciones

t =Valor de "t" en tablas para "n-1" grados de libertad, con una significancia del 95 %
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> ANALITO DEXAMETASONA ACETATO
REPETIBILIDAD A1:

TABLA N° 32 - EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL

ANALISTA 1 EN LAS MISMAS CONDICIONES OPERATIVAS.

Analista: Analista 1 (A1)
Resultados:
D1 D2 D3
M1 106.33 107.78 105.44
M2 106.66 107.25 106.45
M3 105.83 106.58 105.00
X 106.27 107.20 105.63
DE 0.42 0.60 0.74
DER 0.39 0.56 0.70
Limite de Confianza Individual (95 %): X £ ts t= 4.303
n= 3
LC Ind. D1 = 106.27 + 4.303 X 0.42
LC Ind. D1 = 106.27 + 1.80
LC Ind. D1 = 104.48 - 108.07
LC Ind. D2 = 107.20 + 4.303 X 0.60
LC Ind. D2 = 107.20 + 2.59
LC Ind. D2 = 104.62 - 109.79
LC Ind. D3 = 105.63 + 4.303 X 0.74
LC Ind. D3 = 105.63 + 3.20
LC Ind. D3 = 102.43 - 108.83
Limite de Confianza de la Media (95 %): x £ ts/vn t= 4.303
n= 3
LC Med. D1 = 106.27 + 4.303 X 0.42 /
LC Med. D1 = 106.27 + 1.04
LC Med. D1 = 105.24 - 107.31
LC Med. D2 = 107.20 + 4.303 X 0.60 /
LC Med. D2 = 107.20 + 1.49
LC Med. D2 = 105.71 - 108.70
LC Med. D3 = 105.63 + 4.303 X 0.74 /
LC Med. D3 = 105.63 + 1.85
LC Med. D3 = 103.78 - 107.48

X = Promedio

s = Desviacién estandar
t =Valor de "t" en tablas para "n-1" grados de libertad, con una significancia del 95 %
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(P=0.05)

(P=0.05)

1.73

1.73

1.73

cv = Coeficiente de variacion

n = NUmero de determinaciones



REPETIBILIDAD A2:

TABLA N° 33 - EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL
ANALISTA 2 EN LAS MISMAS CONDICIONES OPERATIVAS.

Analista: Analista 2 (A2)
Resultados:
D1 D2 D3
M1 106.27 107.34 106.19
M2 106.86 106.93 106.37
M3 106.88 106.31 105.69
X 106.67 106.86 106.08
DE 0.35 0.52 0.35
DER 0.32 0.49 0.33

Limite de Confianza Individual (95 %): X £ ts t= 4.303 (P=0.05)

n= 3
LC Ind. D1 = 106.67 + 4.303 X 0.35
LC Ind. D1 = 106.67 + 1.49
LC Ind. D1 = 105.18 - 108.16
LC Ind. D2 = 106.86 + 4.303 X 0.52
LC Ind. D2 = 106.86 + 2.23
LC Ind. D2 = 104.63 - 109.09
LC Ind. D3 = 106.08 + 4,303 X 0.35
LC Ind. D3 = 106.08 + 1.52
LC Ind. D3 = 104.57 - 107.60
Limite de Confianza de la Media (95 %): X £ ts/vn t= 4.303 (P=0.05)
n= 3

LC Med. D1 = 106.67 + 4,303 X 0.35 / 1.73
LC Med. D1 = 106.67 + 0.86
LC Med. D1 = 105.81 - 107.53
LC Med. D2 = 106.86 + 4.303 X 0.52 / 1.73
LC Med. D2 = 106.86 + 1.29
LC Med. D2 = 105.57 - 108.15
LC Med. D3 = 106.08 + 4.303 X 0.35 / 1.73
LC Med. D3 = 106.08 + 0.88
LC Med. D3 = 105.21 - 106.96

X = Promedio cv = Coeficiente de variacion

s = Desviacién estandar n = Numero de determinaciones

t = Valor de "t" en tablas para "n-1" grados de libertad, con una significancia del 95 %
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REPETIBILIDAD A3:

TABLA N° 34 - EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL

ANALISTA 3 EN LAS MISMAS CONDICIONES OPERATIVAS.

Analista: Analista 3 (A3)
Resultados:
D1 D2 D3

M1 107.41 107.62 105.93
M2 107.07 106.89 106.94
M3 106.84 108.24 106.79
X 107.11 107.58 106.55
S 0.29 0.68 0.55
Cv 0.27 0.63 0.51

Limite de Confianza Individual (95 %):

LC Ind.
LC Ind.
LC Ind.

LC Ind.
LC Ind.
LC Ind.

LC Ind.
LC Ind.
LC Ind.

D1
D1
D1

D2
D2
D2

D3
D3
D3

107.11
107.11
105.87

107.58
107.58
104.68

106.55
106.55
104.21

4.303
1.23
108.34

4.303
2.91
110.49

4.303
2.35
108.90

Limite de Confianza de la Media (95 %):

LC Med.
LC Med.
LC Med.

LC Med.
LC Med.
LC Med.

LC Med.
LC Med.
LC Med.

D1
D1
D1

D2
D2
D2

D3
D3
D3

x = Promedio
s = Desviacion estandar

t =Valor de "t" en tablas para "n-1" grados de libertad, con una significancia del 95 %

107.11
107.11
106.39

107.58
107.58
105.90

106.55
106.55
105.20

4.303
0.71
107.11

4.303
1.68
109.26

4.303
1.35
107.91

-90-

X £ ts

X £ ts/vn

t= 4.303
n= 3
0.29
0.68
0.55
t= 4.303
n= 3
0.29 /
0.68 /
0.55 /

(P=0.05)

(P=0.05)

1.73

1.73

1.73

cv = Coeficiente de variacion

n = NUmero de determinaciones



4.5.2 PRECISION INTERMEDIA

>  ANALITO CLOTRIMAZOL

TABLA N° 35 — EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS POR LOS TRES ANALISTAS CUYO TRABAJO FUE REALIZADO EN
CONDICIONES OPERATIVAS DIFERENTES.

Analistas:

Resultados:

Analista 1 (A1)
Analista 2 (A2)
Analista 3 (A3)

Estadistica

Concentracioén (%)

Estadistica x Dia

x Analista D1 D2 D3 X s cv
Al 102.48 102.28 102.56 102.44 0.15 0.14
A2 102.59 101.64 102.32 102.18 0.49 0.48
A3 102.81 102.30 102.63 102.58 0.26 0.25
x 102.63 102.07 102.50 L x 102.40
Estadistica
s 0.17 0.38 0.16 General s 0.34
cv 0.17 0.37 0.16 cv 0.33
Limite de Confianza Individual (95 %): X £ ts t= 2.305
n= 9
LC Ind. = 102.40 + 2.305 X 0.34
LC Ind. = 102.40 + 0.78
LC Ind. = 101.63 - 103.18
Limite de Confianza de la Media (95 %): X £ ts/vn t= 2305
n= 9
LC Med. = 102.40 + 2.305 X 0.34 /
LC Med. = 102.40 + 0.26
LC Med. = 102.14 - 102.66

X = Promedio

s = Desviacion estandar

cv = Coeficiente de variacion

n = NUumero de determinaciones

t =Valor de "t" en tablas para "n-1" grados de libertad, con una significancia del 95 %
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(P=0.05)

(P=0.05)

3.00



>  ANALITO DEXAMETASONA ACETATO

TABLA N° 36 - EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS POR LOS TRES ANALISTAS CUYO TRABAJO FUE REALIZADO EN

CONDICIONES OPERATIVAS DIFERENTES.

Analistas: Analista 1 (A1)
Analista 2 (A2)
Analista 3 (A3)
Resultados:
Estadistica Concentracion (%) Estadistica x Dia
x Analista D1 D2 D3 X s cv
Al 106.27 107.20 105.63 106.37 0.79 0.74
A2 106.67 106.86 106.08 106.54 0.41 0.38
A3 107.11 107.58 106.55 107.08 0.52 0.48
x 106.68 107.21 106.09 L x 106.66
Estadistica
s 0.42 0.36 0.46 General s 0.61
cv 0.39 0.34 0.43 cv 0.57
Limite de Confianza Individual (95 %): X £ ts 2.305
9
LC Ind. = 106.66 + 2.305 X 0.61
LC Ind. 106.66 + 1.40
LC Ind. = 105.26 - 108.06
Limite de Confianza de la Media (95 %): X £ ts/vn 2.305
9
LC Med. = 106.66 + 2.305 X 0.61 /
LC Med. = 106.66 + 0.47
LC Med. = 106.20 - 107.13

X = Promedio

s = Desviacion estandar

cv = Coeficiente de variacion

n = NUumero de determinaciones

t = Valor de "t" en tablas para "n-1" grados de libertad, con una significancia del 95 %
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4.6 ROBUSTEZ

>

TABLA N°37 - ROBUSTEZ A pH: 5,3

Pesos de los estandares y las muestras:

ANALITO CLOTRIMAZOL

Pesos (g)
Pesos
(9) M1 2.1269
Estandar 1 0.0147 Muestra M2 1.8962
Resultados de los estandares y las muestras:
Estandar | Numero de | Area por Estadistica
St Inyecciones|Inyeccion
1 531626 |X = 534549.333
Sl 2 537861 [DE = 3135.5874
3 534161 |DER =  0.58658522
1 1125398 |X = 1123370.67
st2 2 1121635 |DE = 1898.3794
3 1123079 [DER =  0.16898958
Muestras | Numero de Area por P Porcentaje | Porcentaje
M Inyecciones | Inyeccion St St1 St2
1 795193  |X = 792743 102.497881 | 102.8546567
M1 2 791329 |DE = 2130.16337 102.6762689
3 791707 |DER = 0.26870794
1 710013 X = 710334.333 | 103.016836 | 103.375418
M2 2 712116 |DE = 1644.71345 103.1961269
3 708874 |DER = 0.23154075
1 686537 X = 686982 102.689938 | 103.0473823
M3 2 686527 |DE = 779.438901 102.8686602
3 687882 |DER = 0.11345842
TABLA N°38 - ROBUSTEZ A pH: 4,3
Pesos de los estandares y las muestras:
Pesos (g) Pesos (g)
Estandar 1 0.0147 M1 | 2.1345
Muestra M2 1.8894
Estandar 2 0.0310 M3 1.8218
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Resultados de los estandares y las muestras:

Estandar Numel:o de Area pgr Estadistica
St Inyecciones | Inyeccion
1 524361 X = 525827
St1 2 526218 DE = 1314.85018
3 526902 DER = 0.25005376
1 1114933 X = 1113294.67
St2 2 1118299 |DE = 5993.85138
3 1106652 |DER = 0.53838858
Muestras Numel_'o de Area p_gr Estadistica Porcentaje | Porcentaje
M Inyecciones | Inyeccidn St1 St2
1 778917 X 779023.333 102.030205 | 101.6262433
M1 2 778453 DE = 630.263701 101.8282242
3 779700 DER = 0.08090434
1 685401 X = 687976.333 101.794436 | 101.3914077
M2 2 690034 DE = 2359.48222 101.5929218
3 688494 DER = 0.34295979
1 658079 X = 661564.667 101.518702 | 101.1167656
M3 2 660311 DE = 4253.40056 101.3177339
3 666304 DER 0.64293043

TABLA N°39- RESULTADOS OBTENIDOS CON AMBOS pH

M1 M2 M3 Promedio
- DE DER
PARAMETRO | g/100g % g/100g % g/100g % g/100g %
pH: 4,3 1.0183 | 101.83 | 1.0159 | 101.59 | 1.0132 | 101.32 | 1.0158 | 101.58 | 0.2551 | 0.2511
pH: 5,3 1.0268 | 102.68 | 1.0320 | 103.20 | 1.0287 | 102.87 | 1.0292 | 102.92 | 0.2631 | 0.2556
Condiciones
Normales de 1.0235 | 102.35 | 1.0194 | 101.94 | 1.0231 | 102.31 | 1.0235 | 102.35 | 0.4314 | 0.4215
Trabajo
PROMEDIO 102.28
DE 0.6725
DER 0.6575
> ANALITO DEXAMETASONA ACETATO
TABLA N°40 - ROBUSTEZ A pH: 5,3
Pesos de los estandares y las muestras:
Pesos (g)
Pesos (g) M1 2.1269
Estandar 1 0.0176 Muestra M2 1.8962
M3 1.8397
Estandar 2 0.0286
Peso Molecular 1 (Base) 392.47
Peso Molecular 2 (Sal) 434.50
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Resultados de los estandares y las muestras:

Estandar Numel:o de Area pgr Estadistica
St Inyecciones | Inyeccion
1 434696 X 436074.667
St1 2 436616 |DE = 1203.09822
3 436912 |DER = 0.27589271
1 706970  |X = 705495.333
St2 2 702074 |[DE = 2972.34543
3 707442  |DER 0.42131327
Muestras | Numero de | Area por Pa— PorcentajePorcentaje
M Inyecciones | Inyeccion Estadistica St, St,
1 621997 X =| 620096.333 | 105.649385 | 106.1175095
M1 2 619365 [DE |=| 1660.53044 105.883447
3 618927 |DER |=| 0.26778588
1 558504  |X = 557609 106.561546 | 107.0337125
M2 2 556700 [DE [=| 902.081482 106.7976291
3 557623 |DER |=| 0.16177671
1 535824  [X = 536259 105.628829 | 106.0968628
M3 2 536937 [DE |=| 594.961343 105.8628459
3 536016 |DER [=| 0.11094664
TABLA N°41 - ROBUSTEZ A pH: 4,3
Pesos de los estandares y las muestras:
Pesos (g)
Pesos (g)
Estandar 1 0.0176
- M1 2.1345
Esténdar 2 0.0286 Muestra | M2 | 1.8894
M3 1.8218
Peso Molecular 1 (Base) 392.47
Peso Molecular 2 (Sal) 434.50
Resultados de los estandares y las muestras:
Estandar Numer:o de Area pgr Estadistica
St Inyecciones | Inyeccion
1 438624 X 439993.667
St1 2 440066 |DE = 1334.97054
3 441291  |DER = 0.30340676
1 710794  [X = 709699.667
St2 2 713102 [DE = 4061.61598
3 705203 |DER 0.57230067
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Muestras | Numero de | Area por Estadistica PorcentajePorcentaje
M Inyecciones | Inyeccién St1 St2
1 629926 X = 627645 105.605667 | 106.3928432
M1 2 625771 DE = 2107.18841 105.9992554
3 627238 DER = 0.33572934
1 549329 X = 550707.667 104.680677 | 105.4609581
M2 2 552532 DE = 1647.35131 105.0708176
3 550262 DER = 0.29913353
1 526789 X = 529129.667 104.311148 | 105.0886746
M3 2 527402 DE = 3536.58654 104.6999114
3 533198 DER 0.66837805

TABLA N° 42 - RESULTADOS OBTENIDOS CON AMBOS pH

M1 M2 M3 Promedio
> DE DER
PARAMETRO | g/100g % g/100g % g/100g % g/100g %
pH: 4,3 0.0424 | 106.00 | 0.0420 | 105.07 | 0.0419 | 104.70 | 1.0526 | 105.26 | 0.6698 | 0.6364
pH: 5,3 0.0424 | 105.88 | 0.0427 | 106.80 | 0.0423 | 105.86 | 1.0618 | 106.18 | 0.5370 | 0.5058
Condiciones
Normales de 0.0427 | 106.69 | 0.0421 | 105.33 | 0.0424 | 106.08 | 1.0725 | 106.03 | 0.6812 | 0.6424
Trabajo
PROMEDIO 105.82
DE 0.4936
DER 0.4664

4.7 ANALISIS COMPARATIVOS CON OTROS PRODUCTOS

TABLA N° 43 — PESOS Y AREAS DEL ANALITO CLOTRIMAZOL EN EL

PRODUCTO NOTIZOL

Pesos de los estandares y las muestras:

Pesos (g) Analista
Estandar 1 0.0177 M1 1.7830
Estandar 2 0.0312 Notizol M2 1.7500
M3 1.8005
Resultados de los estandares y las muestras:
Estandar Numel:o de Area p_tfr Estadistica

St Inyecciones | Inyeccion

1 635136 X 635065
St1 2 637002 DE = 1973.45813

3 633057 DER 0.310749

1 1105273 X = 1109633
St2 2 1111813 DE = 3775.87076

3 1111813 DER = 0.34028104
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Productos Muestras Numero de Area por E Ea. Porcentaje | Porcentaje
L . . stadistica
Similares M Inyecciones Inyeccion St1 St2
1 638493 X = 637127 99.5932156 | 100.4731219
M1 2 637974 DE =1934.00284 100.0331687
3 634914 DER = 0.3035506
1 628393 X =629083.333| 100.190194 | 101.0753749
Notizol M2 2 628964 DE =757.086741 100.6327846
3 629893 DER =0.12034761
1 648953 X =649581.333| 100.553108 | 101.4414949
M3 2 651145 DE =1362.84714 100.9973014
3 648646 DER =0.20980393

TABLA N° 44 - PESOS Y AREAS DEL ANALITO CLOTRIMAZOL EN EL
PRODUCTO NOTIL

Pesos de los estandares y las muestras:

Pesos (g) Analista
Estandar 1 0.0177 M1 1.7908
Estandar 2 0.0312 Notil M2 1.8301
M3 1.8895
Resultados de los estandares y las muestras:
Estandar Numel:o de Area pgr Estadistica
St Inyecciones | Inyeccion
1 635136 X = 635065
Stl 2 637002 DE = 1973.45813
3 633057 DER = 0.310749
1 1105273  |X = 1109633
St2 2 1111813 |DE = 3775.87076
3 1111813 |DER 0.34028104
;ric;fir:::ss Muestras Numel:o de Area pfr Estadistica PorcentajePorcentaje
M Inyecciones | Inyeccién St1 St2
1 658606 X = 657296.333 102.298487 | 103.2022947
M1 2 657484 DE = 1412.87874 102.750391
3 655799 DER = 0.21495308
1 663828 X = 665778.667 | 101.393506 | 102.2893183
Notil M2 2 664287 DE = 2989.96895 101.8414123
3 669221 DER = 0.44909354
1 689107 X = 690437 101.84325 102.743035
M3 2 691533 DE = 1229.81137 102.2931424
3 690671 DER 0.17812072

TABLA N° 45 — PESOS Y AREAS DEL ANALITO DEXAMETASONA ACETATO EN
EL PRODUCTO NOTIZOL

Pesos de los estandares y las muestras:

Pesos (g9)
Estandar 1 0.0186
Estandar 2 0.0338
Peso Molecular 1 (Base) 392.47
Peso Molecular 2 (Sal) 434.50
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Resultados de los estandares y las muestras:

T o] tebon, | Estadistica
1 470028 X = 472456.667
st1 2 471155 |DE = 3279.34023
3 476187 |DER = 0.69410392
1 865562  [X = 865314
St2 2 865190 |[DE =  214.7743
3 865190 |DER = 0.02482039
Productos Muestras | Namero de | Area por Estadistica PorcentajePorcentaje
similares M Inyecciones | Inyeccién St1 St2
1 601520  [X = 601071.333 | 95.8934349 | 95.14388536
M1 2 601815 |DE = 1043.07254 95.51866012
3 599879 |DER = 0.17353557
1 584901  [X = 583698.667 | 94.8778545 | 94.13624321
Notizol M2 2 583197 |[DE = 1045.99442 94.50704884
3 582998 |DER = 0.1792011
1 598951  [X = 598903.667 | 94.6189336 | 93.87934616
M3 2 598455 |DE = 426.972286 94.24913986
3 599305 |DER = 0.07129231

TABLA N° 46 - PESOS Y AREAS DEL ANALITO DEXAMETASONA ACETATO EN
EL PRODUCTO NOTIL

Pesos de los estandares y las muestras:

Pesos (g) Analista
Estandar 1 0.0186
Estandar 2 0.0338 ) M1 1.7908
Notil M2 1.8301
Peso Molecular 1 (Base) 392.47 M3 1.8895
Peso Molecular 2 (Sal) 434.50
Resultados de los estandares y las muestras:
T || ebon, | Estadistica
1 470028  |X = 472456.667
st1 2 471155 |DE = 3279.34023
3 476187 |DER = 0.69410392
1 865562  [X = 865314
St2 2 865190 [DE =  214.7743
3 865190 |DER = 0.02482039
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Productos Muestras | Numero de | Area por PR Porcentaje/Porcentaje
similares M Inyecciones Inyec:ién Estadistica St1 ’ St2 ’
1 513588 X = 511674 101.594566 | 100.8004537
M1 2 510122 |DE = 1761.12805 101.1975098
3 511312 |DER = 0.34418947
1 519109 |X = 520770.667 | 101.180287 | 100.3894132
Notil M2 2 520248 |DE = 1975.55418 100.7848503
3 522955 |DER = 0.37935205
1 541657 |X = 545106.333 | 102.57902 |101.7772131
M3 2 546583 |DE = 2997.48717 102.1781167
3 547079 |DER = 0.54989036
TABLA N°47 - ANALISIS COMPARATIVO
RESULTADOS:
M1 M2 M3 Promedio
- DE DER
PARAMETRO [g/100g] % gi100g| % |g100g| % |gr100g| %
* CLOTRIMAZOL
NOTIL 1.0275| 102.75 | 1.0184 | 101.84 | 1.0229 | 102.29 | 1.0253 | 102.53 | 0.6067 | 0.5917
NOTIZOL 1.0003| 100.03 | 1.0063 | 100.63 | 1.0099 | 100.99 | 1.0055 | 100.55 | 0.4850 | 0.4823
* DEXAMETASONA
NOTIL 0.0405| 101.20 | 0.0403 | 100.78 | 0.0409 | 102.18 | 0.0406 | 101.39 | 0.7184 | 0.7086
NOTIZOL 0.0478| 95.52 | 0.0473 | 94.51 | 0.0471 | 94.25 | 0.0474 | 94.76 | 0.6709 | 0.7080
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V. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

En el presente trabajo se desarrollé una técnica analitica por Cromatografia Liquida de
Alta Performance (HPLC) para la cuantificacion de clotrimazol y Dexametasona
Acetato, la cual no figura en ninguna obra oficial; como se sabe éste tipo de analisis
presenta mayores ventajas en relacion a otros métodos como son los volumétricos y
espectrofotométricos.

Para determinar las mejores condiciones cromatograficas se efectuaron diferentes
ensayos en relacién al tipo de fase estacionaria, proporcion de los componentes de la
fase movil y pH de la fase movil.

Considerando estas condiciones de trabajo se procedié a la validacion del método

desarrollado.

SELECTIVIDAD

Al comparar los tiempos de retencién de la tabla N° 4, se deduce que el método
analitico nos permite obtener picos Cromatograficos de clotrimazol y dexametasona
acetato con tiempos de retencién similares, tanto para el estandar como para la
muestra.

Los excipientes presentes en la formulacién no interfieren con los tiempos de
retencidn de los principios activos.

El analisis de placebo nos demuestra que ningun excipiente interfiere con los picos de
los principios activos, como tampoco se ha detectado la presencia de productos de
degradacién de dexametasona acetato al realizar el analisis del principio activo
sometido a estrés para que generen los compuestos potencialmente interferentes y
para el caso de clotrimazol observamos en la figura N° 3 que su compuesto

relacionado no interfiere con ninguno de los picos principales.
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LINEALIDAD

» ANALITO CLOTRIMAZOL
Al aplicar el método de los minimos cuadrados a los resultados registrados en la tabla
N° 8, se obtuvo la ecuacion de la recta de regresion lineal (concentracién vs. area) que

Se expreso segt’m:

|y =1863256 x + 3144 |

El coeficiente de correlacion lineal (r) fue de: 0.999987

En la tabla de significacion de “r’, para n-2 grados de libertad, el valor obtenido supone
una correlacion positiva con una probabilidad superior al 99,9% (significativa al 1 por
mil) ya que r (13,0,001) = 0.760

El coeficiente de determinacién (r?) fue de 0.999974. Lo que significa que la variable
independiente explica un 99.99% de la varianza total de “y”.

Al aplicar el test de linealidad en la tabla N° 9, el coeficiente de variacion de los
factores de respuesta (f) fue de 0.40, lo que demuestra que los factores de respuestas
son semejantes entre si y cercanos al valor de la pendiente.

Aplicando el test de Cochran se obtuvo un valor de Gexp = 0.5937 vS Giapla = 0.6838

Al ser Gey < G o, Significa que las varianzas de las concentraciones son
homogéneas, que el factor de concentracion no influye en la variabilidad de los
resultados.

Mediante los resultados de la tabla N° 10, se demuestra que la pendiente de la recta
de regresion es estadisticamente distinta de cero, al realizar la aplicacion del test de
hipotesis nula (b=0) y obtenerse un valor te,, = 705.381 y tiania = 2.160 (valor de t para
n-2 grados de libertad y un intervalo de confianza de 95%).

Al ser 1o > tapia Significa que la probabilidad de ser b # 0 es muy elevada, incluso
superior al 99,9% Si fuera b = 0 significaria que la recta es paralela al eje de las

abscisas y no hay regresion.
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Para el caso del test de proporcionalidad los limites de confianza para el intercepto
van desde (615 — 5673) como estos limites no incluyen al cero el método presenta
sesgo y aplicando el test de “t” y obtener un “t” experimental de 2,686 mayor del tipia
que es 2,160, nos demuestra que la probabilidad de ser diferente a cero es elevada.
En el caso de no cumplirse el test de proporcionalidad seria necesario interpolar el
resultado del andlisis de cualquier muestra entre a menos dos estandares uno superior

y otro inferior y de esta manera se obvia el sesgo del método.

» ANALITO DEXAMETASONA ACETATO

Al aplicar el método de los minimos cuadrados a los resultados registrados en la tabla
N° 38,se obtuvo la ecuacién de la recta de regresién lineal (concentracion vs. area)
que se expreso segun:

Y = 35199939 + 3545
El coeficiente de correlacion lineal (r) fue de: 0.999958
En la tabla de significacion de “r”, para n-2 grados de libertad, el valor obtenido supone
una correlacion positiva con una probabilidad superior al 99,9% (significativa al 1 por
mil) ya que r (13,0,001) = 0.760
El coeficiente de determinacion (r?) fue de 0.999917. Lo que significa que la variable
independiente explica un 99.99% de la varianza total de “y”.
Al aplicar el test de linealidad en la tabla N° 39, el coeficiente de variacién de los
factores de respuesta (f) fue de 0.55, lo que demuestra que los factores de respuestas
son semejantes entre si y cercanos al valor de la pendiente.
Aplicando el test de Cochran se obtuvo un valor de Gexp = 0.6762 VS Giapla = 0.6838
Al ser Geyw < G 1w, Significa que las varianzas de las concentraciones son
homogéneas, que el factor de concentracion no influye en la variabilidad de los
resultados.
Mediante los resultados de la tabla N° 40, se demuestra que la pendiente de la recta

de regresion es estadisticamente distinta de cero, al realizar la aplicacion del test de
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hipétesis nula (b=0) y obtenerse un valor tey, = 395.353 y tiania = 2.160 (valor de t para
n-2 grados de libertad y un intervalo de confianza de 95%).

Al ser texp > tavia Significa que la probabilidad de ser b # 0 es muy elevada, incluso
superior al 99,9% si fuera b = 0 significaria que la recta es paralela al eje de las
abscisas y no hay regresion.

Para el caso del test de proporcionalidad los limites de confianza para el intercepto
van desde (50 — 7040) como estos limites no incluyen al cero el método presenta
sesgo y aplicando el test de “t” y obtener un “t” experimental de 2,191, nos demuestra
que la probabilidad de ser diferente a cero es elevada. En el caso de no cumplirse el
test de proporcionalidad seria necesario interpolar el resultado del analisis de cualquier
muestra entre a menos dos estandares uno superior y otro inferior y de esta manera

se obvia el sesgo del método.

EXACTITUD

> ANALITO CLOTRIMAZOL
De la tabla N° 16, al aplicar el test de igualdad de varianzas (test G de Cochran) para
determinar si el factor concentracién tiene alguna influencia en los resultados, se
obtuvo un valor Gey, = 0.5789 vs Giapia (0.05,3,3) =0.8709
Donde k = nimero de grupos y n = nimero de determinaciones por grupo.
Al ser Gey < Gravia Significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas
son equivalentes. Es decir el factor concentracion no influye en la variabilidad de los

resultados.

Asimismo el porcentaje de recuperacion que se obtuvo fue satisfactorio (media

100.30%), para confirmar se aplico el test de Student cuyos resultados fueron tey,
1.923 vs tabla= 2.306.
Al ser teyp < t tapia NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media y 100

confirmandose que el método es exacto.

- 103 -



» ANALITO DEXAMETASONA ACETATO
De la tabla N° 46, al aplicar el test de igualdad de varianzas (test G de Cochran) para
determinar si el factor concentracion tiene alguna influencia en los resultados, se
obtuvo un valor Gey, = 0.8621 vs Giapia (0.05; 3; 3) =0.8709.
Donde k = nimero de grupos y n = nimero de determinaciones por grupo.
Al ser Gey < Grania Significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas
son equivalentes. Es decir el factor concentracion no influye en la variabilidad de los
resultados.
Asimismo el porcentaje de recuperacidon que se obtuvo fue satisfactorio (media
100.36%), para confirmar se aplico el test de Student cuyos resultados fueron te, =
2.273 VS t tapla= 2.306
Al ser teyp < t tapia NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media y 100

confirmandose que el método es exacto.

PRECISION
» ANALITO CLOTRIMAZOL
Precision intermedia
Para el estudio de la precisién intermedia se evaluaron los efectos causados al variar
una serie de factores. Tipicos factores que se estudiaron fueron el dia y los analistas.
Obteniéndose los siguientes resultados de la tabla N° 27.
Coeficiente de Variacién (CV) = 0.33
Limite de confianza individual (95%): x £ ts = 101.63% - 103.18%
Limite de confianza de la media (95%) = x + ts/\n = 102.14% - 102.66%
Siendo el valor de t = 2.305
Los limites de confianza de los resultados individuales indican que el 95% de los

resultados estuvieron entre 1,0163 g/100g — 1,0318 g/100g (101.63% - 103.18%).
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Los limites de confianza de la media indican que el contenido medio del principio
activo del producto terminado se encuentra con una probabilidad del 95% entre

1,02149/100g — 1,0266 g/100g (102.14% - 102.66%).

Repetibilidad:

El estudio de Repetibilidad se efectu6é sobre una serie de alicuotas de una muestra
homogénea por el mismo instrumento y el mismo analista. Obteniéndose los
siguientes resultados de la tabla N°29.

Coeficiente de variacion (CV) = 0.58

Limite de confianza individual (95%): x = ts

Los limites de confianza de los resultados individuales indican que el 95% de los
analisis de principio activo, en el caso de producto terminado, estuvieron por dia entre:
LC individual D1 = 100.12% - 105.07%

LC individual D2 = 101.12% - 102.15%

LC individual D3 = 101.29% - 103.35%

Limite de confianza de la media (95%): x + ts / Vn

Los limites de confianza de la media indican que el contenido medio del principio
activo en el producto terminado se encontrd por dia, con una probabilidad del 95%
entre:

LC media D1 = 101.16% - 104.02%

LC media D2 = 101.34% - 101.93%

LC media D3 = 101.73% - 102.91%

> ANALITO DEXAMETASONA ACETATO
Precision intermedia
Para el estudio de la precision intermedia se evaluaron los efectos causados al variar
una serie de factores. Tipicos factores que se estudiaron fueron el dia y los analistas.

Obteniéndose los siguientes resultados de la tabla N° 57
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Coeficiente de Variacién (CV) = 0.57

Limite de confianza individual (95%): x + ts = 105.26% - 108.06%

Limite de confianza de la media (95%): x * tVs = 106.20% - 107.13%

Siendo el valor de t = 2.305

Los limites de confianza de los resultados individuales indican que el 95% de los
analisis estuvieron entre 0,0421g/100g — 0,0432g9/100g (105.26% - 108.06%) de
principio activo en caso de producto terminado.

Los limites de confianza de la media indican que el contenido medio del principio
activo en el producto terminado se encontr6 con una probabilidad del 95% entre

0,0425g/100g — 0,04299/100g (106.25% - 107.13%)

Repetibilidad:

El estudio de Repetibilidad se efectué sobre una serie de alicuotas de una muestra
homogénea por el mismo instrumento y el mismo analista. Obteniéndose los
siguientes resultados de la tabla N° 59.

Coeficiente de variacion (CV) = 0.52

Limite de confianza individual (95%): x + ts

Los limites de confianza de los resultados individuales indican que el 95% de los
analisis de principio activo, en el caso de producto terminado, estuvieron por dia entre:
LC individual D1 = 105.18% - 108.16%

LC individual D2 = 104.63% - 109.09%

LC individual D3 = 104.57% - 107.60%

Limite de confianza de la media (95%): x + ts / Vn

Los limites de confianza de la media indican que el contenido medio del principio
activo en el producto terminado se encontré por dia, con una probabilidad del 95%
entre:

LC media D1 = 105.81% - 107.93

- 106 -



LC media D2 = 105.57% - 108.15%

LC media D3 = 105.21% - 106.96%

ROBUSTEZ

Para el parametro que se modific6 se obtuvieron resultados que no varian
significativamente con el que se trabaja a condiciones normales, obteniéndose para el
caso de Clotrimazol una desviacién estandar de 0.6725 y para la Dexametasona

acetato una desviacion estandar de 0.4936; para las tres condiciones.

ANALISIS COMPARATIVO

En los productos NOTIL y NOTIZOL los resultados obtenidos los analitos Clotrimazol y
Dexametasona se encuentran dentro de especificaciones.

Ademas en las figuras 17 y 18 se puede observar que en los cromatogramas no se
evidenciaria una posible interferencia de algun componente de la matriz con los picos

principales.
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VI. CONCLUSIONES

El método desarollado es selectivo; ya que no se detecté interferencia con la
matriz, ni con los productos de degradacion y/o compuesto relacionado.

El método es lineal en el intervalo de concentracién del 33,3% hasta 166,6% de
la muestra, siendo el 100% igual a 0,4mg/mL de Clotrimazol y 0,018mg/mL de
Dexametasona acetato.

El método es exacto ya que su capacidad analitica de dar resultados lo mas
cercano al valor real queda demostrado al no haber diferencia significativa
entre la recuperacion media de 100,30% y el 100%.

El método es preciso, ya que el grado de concordancia que existe entre las
pruebas, nos permite obtener resultados repetitivos y reproducibles.

La validacién del presente método analitico solo es aplicable a la formulacién
del producto mencionado en el Anexo 1.

El método es robusto para el parametro pH de la fase movil, ya que no hay
diferencia significativa con los resultados obtenidos trabajando a las
condiciones cromatograficas establecidas.

Se demuestra la aplicabilidad del método para otros productos similares
comercializados en el Perd, ya que se obtuvo resultados muy cercanos al valor
declarado.

El método analitico desarrollado se encuentra validado y aprobado para los
analisis correspondientes de Clotrimazol 1g% + Dexametasona 0,049% en la
crema tépica, segun la férmula del Anexo 1.

La utilizacién del método de analisis para la crema tépica Clotrimazol +
Dexametasona 1,0 - 0,04 g/100 g debe estar acorde a la Técnica Analitica
desarrollada y al Protocolo de Validacién emitido, cualquier modificacion en el

método analitico significa una revalidacién de dicho proceso.
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Viil. ANEXOS

CONTENIDO:

ANEXO 1: Férmula con la que se desarroll6 la Validacién del Método Analitico.
ANEXO 2: Flujograma de Validacion de Técnicas Analiticas.

ANEXO 3: Cromatogramas obtenidos en la Validacion.

e Figura N°1 - Cromatograma del Estandar mixto.

* Figura N°2 - Cromatograma del Estandar mixto.

e Figura N°3 - Cromatograma del Estandar mixto mas el compuesto Relacionado A.

e Figura N° 4 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia de una solucion al 66,6%.

e Figura N°5 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia de una solucion al 100%.

e Figura N° 6 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia de una solucién al 133,3%.

e Figura N°7 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia de una solucion al 166,6%.

e Figura N° 8 - Curva de calibracion de los resultados obtenidos en la linealidad, donde se
observa que para el analito Dexametasona acetato el coeficiente de determinacion (R°) fue
0.9998, asi como para el analito Clotrimazol el coeficiente de determinacion (RF) fue de
0.9999, estos valores confieren la linealidad del método.

e Figura N°9 - Cromatograma de la muestra de una solucién al 33,3%.

e Figura N° 10 - Cromatograma de la muestra de una solucion al 100%.

e Figura N° 11 - Cromatograma de la muestra de una solucion al 166,6%.

e Figura N° 12 - Curva de Calibracion de los resultados obtenidos en la Exactitud.

e Figura N° 13 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia, trabajando a pH 5,3 la fase
movil.

e Figura N° 14 - Cromatograma de la muestra, trabajando a pH 5,3 la fase mévil.

e Figura N° 15 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia, trabajando a pH 4,3 la fase
movil.

e Figura N° 16 - Cromatograma de la muestra, trabajando a pH 4,3 la fase mdvil.

e Figura N° 17 - Cromatograma de la muestra del producto de comparacion Notizol.

e Figura N° 18 - Cromatograma de la muestra del producto de comparacion Notil.

ANEXO 4: Significados de abreviaturas y simbolos.
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ANEXO 1: FORMULA CON LA QUE SE DESARROLLO LA VALIDACION DEL
METODO ANALITICO

PRODUCTO: Dexametasona Acetato + Clotrimazol
FORMA FARMACEUTICA: crema

FORMULA DECLARADA: Cada 100g contiene:
Clotrimazol 1.0g

Dexametasona Acetato 0.044 g

equivalente a dexametasona 0.040 ¢

LOTE ESTANDAR:

FORMULA DECLARADA LOTE ESTANDAR
DESCRIPCION x100 g x 5 Kg
CANTIDAD UNIDAD | CANTIDAD UNIDAD

Clotrimazol 1,000 g 5,000 Kg
Dexametasona acetato 0,044 g 0,220 Kg
Metilparabeno 0,150 g 0,750 Kg
Propilparabeno 0,050 g 0,250 Kg
Propilenglicol 2,400 g 12,00 Kg
Polisorbato 80 0,017 g 0,085 Kg
Ceteareth 25 1,500 g 7,500 Kg
Ceteareth 6 + Alcohol
Estearilico 1,500 J 7,500 "o
Alcohol Bencilico 0,500 g 2,500 Kg
Alcohol Cetoestearilico 7,000 g 35,00 Kg
Miristato de Isopropilo 2,000 g 10,00 Kg
Aceite Mineral 12,00 g 60,00 Kg
Agua purificada c.s.p. 100,0 g 5,000 Kg
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ANEXO 2: FLUJOGRAMA DE VALIDACION DE TECNICAS ANALITICAS
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ANEXO 3: CROMATOGRAMAS OBTENIDOS EN LA VALIDACION

Figura N°1 - Cromatograma del Estandar mixto

Data Path! C:\Win32App\HSM\samples\DATA\Z313}
Processing Method: CLOTRIMAZOL + DEXA

System(acquisition): Sys 1 Serlesi2913

Application: Samples Vial Number: 1
Sample Name; ST MIXTO Yial Type: UNK
Injection from this vial: I of I volume; 20,0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : ]

Intensity (AUT)

0,00 _‘I_.;I.---__' e B P —_—

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Retention Time (min)

Rcquisition Method: CLOTRIMAZOL + DEXA

Column Type: 006 - RP1§ - 125 x 4 Developed by: H. CAPCHA
Pump & Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Acetonitrilo
Solvent C: FASE MOVIL Solvent Di AGUA

Method Description: CUANTIFICACION DE CLOTRIMARZOL1% +DEXAMETASONA 0,040g

Chrom Type: HPLC Channel : 1

Peak Quantitation: AREA Sample Rmount: 1
Calculation Method: EXT-STD Scale Factor 2: 2500,000
Scale Factor 1: 5000.000
No. RT Name Area Conc 1 Conc 2 BC
g/100g 4
I £.95 Dexametasona 505253 0.0676029 169.007 BB
2 45.56 Clotrimazol £65428 1,67621 167,621 BB
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Figura N°2 - Cromatograma del Estandar mixto

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\0G44)

System(acquisition): Sys 1
Application: Samples

Sample Name: SOLUCIONES 133%
Injection from this vial: 3 of §

Series; 0644

Vial Number: 10
Vial Type: SIDID
Volume: 20,0 ul

Chrom Type: HPLC Channel : 1

esth 1
0.10 —iahib

E'Sens 20

nhib Inhib

A

0.0 - i
E 3 : i
< 0.06 < ;
2 - k
o = i
E "
§ 0.08 = | 7
“ .
§ | i

0.02 =

Y S | SRS A N

Retention Time (min)

Developed hy: H. CAPCHA/G. LLANOS
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Acetonitrilo

Solvent C: FASE MOVIL Solvent D! BGUA
Method Description: CUANTIFICACION DE CLOTRIMAZOL1%Y +DEXAMETASONA 0,040g

Chrom Type: HPLC Channel & 1

Peak Quantitation: ARER Scale Facter 2: 2500.000
Calculation Method: EXT-STD
Scale Factor 14 5000,000
No. RT Name Are3 Cone 1 Conc. 2 BC
Other %
1 3,66  Dexametasona 784146  2,20341e-005  0.0550853 BB
2 7.10  Cletrimazeol 937458 0530549 BB

0.000530548 0.
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Figura N°3 - Cromatograma del Estadndar mixto mas el compuesto Relacionado A

Data Path: C:\Win32Rpp\H3M\samples\DATA\2821\
Processing Method: CLOTRIMAZOL+DEXAMETASONA

System{zcquisition): Sys 1 Series:2921
Application: Samples Vial Number: 3
Sample Name: clotri + relacionado Vial Type: UNK
Injection from this vial: 1 of 2 Volume: 20.0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channpel : 1

edeth 1
Tahik 1 Inhin I Inhib
0,020 —gens 20 i ﬂ
: i
i fi
& 0.015 = é &
g 3, L
g 3 o 1 :
3 =) f :
5 Ll i) v -
E| i : L
4 0.010 - 3 3
@ | | .
I+ 1 i &
3 3 |1 B
5 I' | I|‘:-
0.00 < | | 4]

Retention Time (min)

Acquisition Methed: CLOTRIMAZOL+DEXAMETASONA
Column Type: 018 - RP- Selec B - 125 xDeveloped by: H.CAPCHA

4
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Acetonitrile
Solvent C: FASE MOVIL Solvent D: AGUA

Method Description; CUANTIFICACION DE CLOTRIMAZOL1% +DEXAMETASONA 0,040q

Chrom Type: HPLC Channel ; 1

Peak Quantitation: AREA Sample Amount; 1
Calculation Method: EXT-STD Scale Factor 2: 2500.000
Scale Factor 1: 5000.000
Na, RT Name Area Conc 1 Conc 2 BC
g/100g 3
1 5.47 Dexametasona 256081 0.0839436 209.859 BB
2 12,61 Clotrimazol 337539 1.92566 192,566 BB

3 1B.51 Compuesto Relacionade 154931 0,000000 0.000000 BB
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Figura N° 4 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia de una solucién al

66,6%

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\(335\

System{acquisition): Sys 1 Series:(0935
Epplication: Samples Vial Number: 5
Sample Name! SOL. 663 2 ¥ial Type! STDS
Injection from this vial: 7 of ¥ Volume: 20.0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel @ 1

0.035 —Hi-Heth 1
JInhib

Gens 20 _ i ]

i )
0.00 3 7 i 4
0.025
0.020

0.015

Intansity (ALU)

0.010 |
0.005

o.000 1 IR = . —

; S

0 2 4 § B 10 12 u

Retention Time (min)

Column Type: RP1B-003 125-4 Developed by: H, CAPCHA/G. LLANOS
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B; Acetonitrilo
Solvent C: FASE MOVIL Sclvent D: AGUA
Method Description:TINEALIDAD CUANTIFICACION DE CLOTRIMAZOL1S +DEXAMETASONA
0,040g

Chrom Type: HPLC Channel » I

Peak Quantitatlon: AREA Scale Factor 2: 2500,000
Calculation Method; EXT-STD
Scale Factor 1: 5000.000

Na . RT Name Ares Cone 1 Conc 2 8
Other %
1 5,76 Dexametasona 384876 1.08154e-005 0.0270485 BB

% 12,17 Clotrimazol 500219 0.000263687 0.0263687 BB
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Figura N°5 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia de una solucién al

100%

System(acquisition); Sys 1
Bpplication; Samples
Sample Name: SOL. 100% 2

Sample Description:

2 0.0 -
]
)
el
g 0.02
]
o
[
| H
0.01
0.00

Column Type: RP18-003 125-4
Pump A Type; L-7100

Solvent A: Metanol

Solvent C: FASE MOQVIL
Method Description;LINEALIDAD

Chrom Type:
Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-STD
Scale Factor 1: 5000.000

Na. RT Nams
1 5.76 Dexametasona
2 12,4

Clotrimazol

Injection from this vial: 3 of 3

Chrom Type;

Data Path: C:\Win32App\H3M\samples\DATA\0835\

Series:0935

Vial Number: 8
Vial Type: STD§
Volume: 20.0 ul

HPLC Channel : 1

6 8 10 12 14

Retention Time (min)

Developed by: H. CAPCHA/G., LLANOS

Solvent B: Acetonitrile

Solvent D: AGUA
CURNTIFICACION DE CLOTRIMAZOL1$ +DEXAMETASONA
0,0400
HPLC Channel : 1

Scale Factor 2; 2500.000

Area Cone 1 Conc 2 BC
Other §

15966 1.062291e-005 0.0405727 BB

747840 BB

0.000395531  0,0395531
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Figura N° 6 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia de una solucién al

133,3%

Data Path: C:\Win32Bpp\HSM\samples\DATA\0935\

System(acquisition): Sys 1
Rpplication: Samples

Sample Name: SOL. 133% 1
Injection from this vial: 1 of 3
Sample Description!

Series: 0935

Vial Number: 10

Vial Type: STDI0
Volume: 20.0 ul

Chrom Type: HPLC Channel : 1

K-Meth 1
b

Intensity (ALU)

Column Type: RP16-003 125-4
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol

Solvent C: FASE MOVIL

] 8 10

Retention Time (min)

Developed by: H, CAPCHA/G, LLANOS

Selvent B: Rcetonitrile
Solvent D: AGUA

Method Description;LINEALIDAD CUANTIFICACION DE CLOTRIMAZOL1$ +DEXAMETASONA
0, 040g

Chrom Type:

Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-STD
Scale Factor 1v 5000.000

HPLC Channel : 1

Scale Factor 2 2300,000

No. RT Name Area Conc 1 Conc 2 BC
Other El

1 P Dexametasona 83640 2.22841e-005 0,0557103 BB

Clotrimazol BB

2 124

1002147

0.000531502

0.0531502
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Figura N°7 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia de una solucién al

166,6%

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATAY0935\

System(acquisition); Sys 1 Series:(935
Application; Samples Vial Number: 14
Sample Name: SOL. 166% 2 Vial Type; STD14

Injection from this vialy 4 of 5 Volume: 20.0 ul
Sample Description;

Chrom Type: HPLC Channel ; 3

o n  lnhik - 4 Inhib

Intensity (AU)

0 2 B 6 8 10 12 u

Retention Time (min)

Column Type: RP18-003 175-4 Developed by: H. CAPCHA/G. LLANGS
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent Bi Acetonitrilo
Solvent C: FASE MOVIL Solvent D: AGUA
Method Description:LINEALIDAD CUANTIFICACTON DE CLOTRIMAZOL1Y +DEXAMETASONA
0,040g
Chrom Type: WPLC Channel ! |

Feax Quantitation; AREA Scale Factor 2: 2500,000
Calculation Method: EXT-STD
Scale Factor 1: 5000.,000

No. RT Name Area Conc 1 Conc 2 BC
Other §
1 5.75 Dexametasona 949256 2.704B5e-005 0.0676212 BB
2 1251

Clotrimazol 1241486 0.000659218 0.0659218 BB
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Figura N° 8 - Curva de calibracion de los resultados obtenidos en la linealidad, donde
se observa que para el analito Dexametasona acetato el coeficiente de determinacién
(R?) fue 0.9998, asi como para el analito Clotrimazol el coeficiente de determinacién

(R?) fue de 0.9999, estos valores confieren la linealidad del método.

Channel 1 Calibration Curves and Results

Neme: Dexasetasona

RT=  5.75 min
1000000

L Ri= ( 5358
800000 = : Ay= 0.000a+000
» A= 2.B4le-011
A,= 0.0002+000
5 500000 I A= 0.000a+000
400000 "
200000 — ¢
03 e
0 - 10 15 20 25 k1]
Concentration (Other) (x1{#+-§)
Hame: Clotrimpgol
AT= 12.42 min
¢ Ri= (.9999
1200000
Ay= 0.000e+000
1000000 | ’ A= 5.306e-010
A= 0.0000+000
. Bo0000 = 5 Ay= 0.000e+000
H i
: 600000
400000 —
L]
200000
]
] 100 200 300 400 500 600 700

Concencration (Other) (x10*4-6)

Chrem Type: HPLZ Chapnel : 1
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Figura N°9 - Cromatograma de la muestra de una solucién al 33,3%

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\0937\

System(acquisition)! Sys 1 Series: 0937

Application: Samples Vial Number; 17
Sample Name: SOL. 33% 1 Vial Type: STDI
Injection from this vial: 1 of § Volume: 20,0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 1

Ji-Heth 1 )
Sinhib | Inhib Inhib

0.025 Sens 20}

E I

0.020 = '
= b l|
2 :
g 2 i
015 —= H g
y o M3 ;
E _" | ZI% E'I:
c = ' |:!.
g 0.010 = I K El
g 3 (| K 14
3 I| 1% [ 21
0.005 = | E '
i [ 6
0.000 - - - -
0 2 a § 8 10 12 1

Retention Time (min)

Developed by: H. CAPCEA/G. LLANOS
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Acetonitrile
Solvent C: FASE MOVIL Solvent D! AGUA
Method Description:EXACTITUD CUANTIFICACION DF CLOTRIMAZOL1% +DEXAMETASONA
0,040q

Chrom Type: HPLC Channel : 1

Peak Quantitation: ARER 3cale Factor 2: 2500.000
Caleculation Method: EXT-5TD
Scale Factor 1: 5000.000

No. RT Name Area Conc 1 Conc 2 BC
Other %
1 5 il ) Dexametasona 197600 5.57100e-006 0.0139275 BB

2 12.32 Clotrimazal 255580 0.000132875 0.0132875 BB
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Figura N° 10 - Cromatograma de la muestra de una solucién al 100%

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\0937\

System{acquisition): Sys 1 Series: 0937

Epplication: Samples Vial Number: 20
Sample Name: 50L. 100% 1 vial Type: STD4
Injection from this vial: 1 of 5 Volume: 20.0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Chamnel :

nhib
0.06
H | 3 ﬂ
g 0.04 : 5
n
=1
3
o
C
H
0.02 -
0.00 | —
0 2 4 6 B 10 12 i
Retention Time (min)
Developed by: H. CARPCHA/G. LLANOS
Punp A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Acetonitrile

Sglvent C: FASE MOVIL Solvent D: AGUA

Method Description:EXACTITUD CUANTIFICACION DE CLOTRIMAZOL1% +DEXAMETASONA

0,040g

Chrom Type: HPLC Channel : 1

Peak Quantitation: AREA Scale Factor 2: 2500.000
Calculation Method: EXT-STD
Scale Factor 1: 5000.000

No. RT Name Rrea Conc 1 Conc 2
Other %
1 5.74 Dexametasona 350635 1.67131e-005 0.0417828

Z 12.39 Clotrimazol 761065 0.000398626 0.03%8626

BC

BB
BB
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Figura N°11 - Cromatograma de la muestra de una solucién al 166,6%

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\0837\

System(acquisition): Sys 1 Series: 0937

Rpplication: Samples Vial Number: 23
Sample Name: SOL. 166% 1 Vial Type: STD7
Injection from this vial: § of § Volume: 20.0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 1

Inhib Inhib

2

= 0.08 '

B :

g :

5 006 :

o = L

o : ;

g } 2

A 0.04 - :
0.02 o
0.00 - i

0 2 : 6 8 10 12 u

Retention Time (min)

Developed by: H. CAPCHA/G. LLANQS
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Acetonitrilo
Solvent C: FASE MOVIL Solvent D: AGUA
Method Description:EXACTITUD CUANTIFICACION DE CLOTRIMAZOL1% +DEXAMETASONA
0,040g

Chrom Type: HPLC Channel ! 1

Peak Quantitationm: AREA Scale Factor 2: 2500.000
Calculation Method: EXT-STD
Scale Factor 1: 5000.000

No. RT Name Area Cone 1 Cone 2 BC
Other %
5008 Dexametasona 1002414 2,78551e-005 0,0696377 BB
2 12.47

Clotrimazol 1282864 0.000664377 0.0664377 BB
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Figura N° 12 — Curva de Calibracién de los resultados obtenidos en la Exactitud

1000000

800000

[ 600000

400000

200000

1400000

1200000

1000000 -

600000

400000

200000
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Channel 1 Calibration Curves and Results
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!
L]
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Concantration (Other) {x10%¢-6
Hame: Clotrimazol
’
’
L]
0 100 200 300 400 500 600 700

Concentration (Other) (x104*«6)

Chrom Type: HPLC Channel @ |

RT= 573 min
Ré= 0,9998

A= 0.000e+000
A= 2.812e-011
A= 0,000a4000
A,= 0,000e+000

= 12.38 min
0.9999

El
Ri=

=3

A= 0,0008+000
A= 5.2268-010
A= 000084000
Ay= 000004000
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Figura N° 13 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia, trabajando a pH 5,3 la

fase movil

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATR\2723)\
Processing Method: ROBUSTEZ CLO + DEXA

System{acquisition): Sys 1 Series:2723

Application: Samples Vial Number: 2
Sample Name: ST2 Vial Type: STDZ
Injection from this vial: 1 of 3 Volume; 20,0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 1

i
g 1
2 0.04
E' 0.03 !
d :
g :
/] 1
b :
[ 0.02 |
0.01
0.00 = — ~— SRR — -

0 2 { 6 8 0 12 1 18 18 20 2 A

Retention Time (min)

Acguisition Method: ROBUSTEZ CLO + DEXA

Column Type: 0129 - RP- Selec B - 125 xDeveloped by: H. CAPCHA/G, LLANOS
4

Pump A Type: L-7100

Solvent A: Metanol Solvent B; Acetonitrilo

Solvent C: FASE MOVIL Solvent D; AGUA
Chrom Type: HPLC Channel : 1
Peak Quantitation; AREA Scale Factor 2; 2500.000

Calculation Method: EXT-STD
Scale Factor 1y 5000,000

No. RT Name Arez Conc 1 Conc 2 BC
Other %

1 5.07 Dexametasona 7065870 2.05427e-005 0.0513568 BB

2 14,00 Clotrimazol 1125398 0.000620000 0,0620000 BB
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Figura N°14 - Cromatograma de la muestra, trabajando a pH 5,3 la fase movil

Data Path: C:\Win3ZApp\HSM\samples\DATA\272

Processing Method: ROBUSTEZ CLO + DEXA
System(acquisition): Sys 1
Application: Samples
Sample Name; ML

Injection from tnis wial:
Sample Description;

1 of ¢

Chrom Type:
F-Heth 1
fahib |

1.0 =
08 |

0.6

Inteansity (AU)

0.4 -

8 1 12

HPLC Chanmel :

Q!

Series!2723

Vial Number: 3
Vial Type: UNK
Volume: 20.0 ul

4 16 J4 @0 2 A

Retention Time (min)

Acgulsition Method: ROBUSTEZ CLU + DEXA

Column Type: 019 - RP- Selec B - 125 xDeveloped by: H. CABCHA/G. LLANOS

4
Pump A Type: 1-7100
Solvent A; Metanol

Solvent C: FASE MOVIL

Chrom Type! HPLC Channel :

Peak Quantitation: ARER
Calculation Method; EXT-STD
Scale Facter 1: 5000,000

la. RT Name Brea
1 5.07 Dexametasona 621837
2 13.92 cClotrimazol 785183

2,19296

Solvent B! Acetonitrilo

Solvent D! AGUA
1

Sample Amount; 1
Scale Facter 2: 2500.000

Conc 1 Cong 2 8C

g/100g %
0.0904454 226,113 BB
BB

219,29

- 128 -




Figura N° 15 - Cromatograma del Estandar mixto de referencia, trabajando a pH 4,3 la

fase movil

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\2722\
Processing Method: ROBUSTEZ CLO + DEXA

System(acquisition}: Sys 1 Series:2722

Rpplication: Samples Vial Number: 1
Sample Name:; STI Vial Type: STD1
Injection from this vial: 2 of 4 Volume: 20.0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 1

0.04
3 0.03
o
2]
c
3 0.02
[~
-
0.01 -
0.00 — e = ’
0 1 2 3 4 5 6 7

Retention Time (min)

Acquisition Method: ROBUSTEZ CLO + DEXA

Column Type: 019 - RP- Selec B - 125 xDeveloped by: H. CAPCHA/G. LLANOS
4

Pump A Type: L-7100

Solvent A: Metanol Solvent B: Acetonitrilo

Salvent C: FASE MOVIL Solvent D; AGUA
Chrom Type; HPLC Channel : 1
Peak Quantitation: AREA Scale Factor 2: 2500.000

Calculation Method: EXT-STD
Scale Factor 1: 5000.000

No. RT Name Area Conc 1 Cong 2 EC
Other %

1 5.16 Dexametasona 440066 1.26416e-005 0.0316040 BB
2 6.69 Clotrimazol 526218 0.0002%4000 0,0294

000 BB
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Figura N°16 - Cromatograma de la muestra, trabajando a pH 4,3 la fase moévil

Data Path: C:\Win32App\H3M\samples\DATA\2722\
Processing Method: ROBUSTEZ CLO + DEXA

System(acquisition): Sys 1
Application: Samples

Sample Name: M3

Injection from this vial: 2 of 3
Sample Description:

Series:2722

Vial Number; 5
Vial Type: UNK
Volume: 20.0 ul

Chrom Type: HPLC Channel : 1

0.8
2 3
0.
Y sy
o
[}
&
3 0.4 -
& [
H |
0.2 -
0.0 = =
0 1 g 3 i 5 6 7

Retention Time (min)

Acquisition Method: ROBUSTEZ CLO + DEXA
Column Type: 019 - RP- Selec B - 125 x Developed by: H. CAPCHA/G. LLANOS
4

Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Acetonitrilo
Solvent C: FASE MOVIL Solyent D: AGUA
Chrom Type: HPLC Channel : 1

Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-STD
Secale Factor 1: 5000,000

Sample Amount: 1
Scale Factor 2¢ 2500.000

Nao. RT Name Rrea Conc 1 Conc 2 BC
a/100g %

1 5,15 Dexametasona 527402 0,0759251 189,813 BB

2 £.66 Clotrimazol BRO311 1.83338 183,338 BB
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Figura N° 17 - Cromatograma de la muestra del producto de comparacién Notizol

Data Path: C:\Win32Rpp\HSM\samples\DRTA\2716\

System(acquisition): Sys 1 Series:2716

Rpplication: Presicion 3Samples Vial Number: 6
Sample Name; NOTIZOL 1 00506966 Vial Type: UNK
Injection from this vial: 3 of 4 Volume: 20,0 ul

Sample Description:
Chrom Type: HPLC Channel ; |

N-Meth 1
o | TaiE
ens 20 I

0.10 4

0.08 — |

eaa b plia

Intensity (AU)
L= L=
= L=
L =21

PR BRI Y e |

=

=

=
|

Retention Time (min)

Column Type: 019 - RP- Selec B - 125 xDeveloped by: H. CABCHA/G. LLANOS

4
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Acetonitrilo
Solvent C: FASE MOVIL Solvent D: AGUA
Chrom Type: HPLC Channel : 1
Peak Quantitation: AREA Sample Amount: I
Calculation Method: EXT-STD Scale Factor 2: 2500,000
Scale Factor 1: 5000.000
No. RT Name Area Conc 1 Conc 2 BC
g/100g 3
1 5,08  Dexametasona 601815  0,0841499 210.375 BB
2 10,76 Clotrimazol 637974 1,78015 178,015 BB
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Figura N° 18 - Cromatograma de la muestra

del producto de comparacion Notil

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\2716\
System(acquisition): Sys 1
Application: Presicion 3Samples
Sample Name: NOTIL 1 05K076
Injection from this vial; 1 of
Sample Description;

“

Chrom Type: HPLC Channel

0.04 ;E
g 0,03 4
I
" 3
2 3
g 0.02 =
o 1
d 1
"
0.01 =
0.00 +—
A
6 1 2 3 4 5 § 7
Ratention Tine (

Series: 2716
Vial Number: 3
Vial Type: UNK
Volume: Z0:0 ul

8 $ 10 u 1

an)

Column Type: 019 - RP- Szlec B - 125 xDeyeloped by: H. CAPCKA/G. LLANOS

4
Pump A Type: L-7100
Solvent A! Metanol
Solvent Ci FASE MOVIL
Chrom Type: HPLC Channel :

Sol

Peak Quantitation: BRREA
Calculation Method: EXT-STD
Scale Factor 1: 5000,000

Sol

vent By Acetonitrilo
vent D: AGUA

Sample Amount: 1
Scale Factor 2: £500.000

No. RT Name Lrea Conc 1 Cone 2 BC
q/100q !

1 5.15  Dexametasona 513588  0.0718134 179,533 BB

7 10.87 Clotrimazel 658 1,83772 183.772 BB
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ANEXO 4: SIGNIFICADOS DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

AOAC
ASTM

BPL (GLP)
CV(CV%)
FDA

G

GMP (BPM)
GALP
HPLC

IC (LC)

ICH
ISO
IUPAC
ID

Termino independiente de la recta de regresion
Pendiente de la recta regresion o curva de calibracién
Factor de respuesta

Grados de libertad

Factor de capacidad

Tamafo de la muestra

Coeficiente de correlacion

Coeficiente de determinacién

Desviacién estandar de una muestra

Varianza de una muestra

Desviacién estandar de la muestra

Test estadistico de Student

Tiempo de retencion de un analito

Tiempo muerto

variable independiente (valor nominal)

Variable dependiente (valor experimental)
Valor estimado o calculado de la variable dependiente
Association of Official Analytical chemist
American Society for Testing and Materials
Buenas Practicas de Laboratorio

Coeficiente de variacion

Food and Drug Administration

Test estadistico de la prueba de homogeneidad de varianza de cochran

Buenas Practicas de Manufactura
Buenas Practicas de laboratorio automatizado
Cromatografia liquida de alta Performance

Intervalo de confianza

International conference of Harmonisation
International Organization for Standarizacion
International Union of Pure and Applied chemistry

Calificacion del diseno

- 133 -



IQ

K

LC

LD
MQ
M1,2,3
n

PQ
oMSs
PMV
PQ
R(R%)
Rs
R1,2,3
SoP
USP
uv
VL

VP
VT

w

Calificacién de Instalacion

Numero de grupos

Limite de cuantificacion

Limite de deteccion

Calificacién de mantenimiento
Muestra 1,2,3

Numero de platos tedricos
Calificacion de operacion
Organizaciéon Mundial de salud
Plan Maestro de Validaciones
Calificaciéon de desempeiio
Porcentaje de recuperacion
Resolucion (Cromatografia)
Resultado 1,2,3

Procedimiento de Operacién estandar
Farmacopea de los Estados Unidos
Ultravioleta

Validacion de limpieza

Validacion de proceso

Validacion de técnica

Anchura de pico cromatografico
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