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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objeto principal desarrollar la validaciéon de una
metodologia analitica para la cuantificacion simultanea de Dexketoprofeno y
Tramadol HCI en tabletas recubiertas, utilizando un equipo de Cromatografia
Liguida de Alta Eficiencia (HPLC), marca SHIMADZU modelo LC-2030.

Se siguio el procedimiento interno de validacion de metodologias analiticas
fisicoquimicas del departamento de control de calidad, guia de validacion de
métodos analiticos fisicoquimicos version 2. ElI Salvador, Organismo
Salvadorefio de Acreditacion (OSA) y las pruebas analiticas que se desarrollaron
para comprobar la calidad del medicamento fueron tomadas del RTCA
11.03.47.07 de Verificacion de Calidad. Esta investigacion se llevéd a cabo en el
departamento de Control de Calidad, de un Laboratorio Nacional ubicado en la
ciudad de Antiguo Cuscatlan del departamento de la Libertad, en los meses de
diciembre del 2021 y marzo del 2022.

El protocolo de validacion fue redactado a fin de estudiar parametros tales como:
Robustez, Estabilidad, Selectividad/Especificidad, Precision del sistema,
Linealidad del sistema, Linealidad del método, Exactitud, Repetividad y Precision
intermedia. A partir de los datos obtenidos, se redactd el informe de validacion
con el fin de demostrar la idoneidad del método analitico. Para finalizar con la
validacion el protocolo y el informe estan documentados en el departamento de
Control de Calidad.

Los pardmetros estudiados revelaron resultados conforme a la normativa vigente
y por tanto es posible concluir que la validacion del método se llevo a cabo de
manera exitosa y al mismo tiempo, la metodologia desarrollada es la idonea para
la cuantificacion de Dexketoprofeno y Tramadol HCI contenidos en tabletas

recubiertas.
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1.0 INTRODUCCION

En El Salvador la DNM (Direccién Nacional de Medicamentos), es la encargada
de asegurar la calidad y el cumplimiento de normas para los productos que se
realizan en las industrias farmacéuticas. Uno de los requerimientos que exigen
las entidades reguladoras es la validacion ya que forma parte las Buenas

Practicas de Manufactura y Buenas Practicas de Laboratorio.

Los requerimientos principales segun el apartado 14.4.1 del RTCA (Reglamento
Técnico Centroamericano) 11.03.42.07 “Buenas Practicas de Manufactura de la
industria farmacéutica”, es el que manifiesta que todos los métodos analiticos

deben de estar escritos, aprobados y validados.

El objetivo principal de este estudio fue el desarrollo de la validacién de la
metodologia analitica que cuantifica simultaneamente los activos
Dexketoprofeno 25 mg y Tramadol HCI 75 mg en tabletas recubiertas. Se utilizo
el equipo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), marca SHIMADZU
modelo LC-2030.

Los pardmetros desarrollados son los descritos por el RTCA 11.03.39:06
“Validacion de métodos analiticos para la evaluacion de la calidad de los
medicamentos”, los cuales son: Exactitud, Precision, Selectividad/Especificidad,
Linealidad e intervalo, adicional a estos, se estudi6 el parametro de Robustez ya
que brinda una indicacion de la fiabilidad del método durante su uso normal. Se
tomo en cuenta la clasificacién del método segun Guia de validacion de métodos
analiticos fisicoquimicos version 2. El Salvador, del Organismo Salvadorefio de
acreditacion (OSA). Las pruebas analiticas que se desarrollaron para comprobar
la calidad del medicamento son tomadas del RTCA 11.03.47.07 de Verificacion
de Calidad. Los datos obtenidos se registraron y fueron sometidos a un
tratamiento estadistico, se procesaron y se calcularon con el fin de interpretar y

evaluar cada uno de los pardmetros mencionados.
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Posteriormente se realizo el protocolo de validacion de metodologias analiticas.
A partir de los resultados obtenidos en la determinacion de los parametros, se
redacto el informe de analisis, con el fin de demostrar la idoneidad del método
para la cuantificacion de Dexketoprofeno 25 mg y Tramadol HCI 75 mg en

tabletas recubiertas.

Finalmente se concluye que la validacion de la metodologia analitica por
cromatografia liquida de alto desempefio es la idonea para la cuantificacion
simultanea de los activos Dexketoprofeno 25 mg y Tramadol HCI 75 mg en
tabletas recubiertas. Se recomienda al departamento de control de calidad
realizar la transferencia tecnoldgica y calificacion técnica al personal de analisis
fisicoquimico de producto terminado para la utilizacién de la metodologia analitica

por cromatografia liquida de alto desempefio.

La validacion de la metodologia analitica se realiz6 en los meses de diciembre
del afio 2021 y marzo del afio 2022, los documentos realizados se encuentran
documentados en el departamento de Control de Calidad de un Laboratorio
Nacional ubicado en el municipio de Antiguo Cuscatlan del departamento de la
Libertad, El Salvador.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

Validar un método analitico para la cuantificacion de Dexketoprofeno y

Tramadol HCI en tabletas recubiertas por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiencia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

221

2.2.2

2.2.3

224

Realizar un protocolo de validacion para la valoracion de
Dexketoprofeno y Tramadol HCl| en tabletas recubiertas por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.

Desarrollar los parametros de desempefio de la validacion del
Método Analitico para la cuantificacion de Dexketoprofeno y

Tramadol HCI contenidos en tabletas recubiertas.

Analizar los resultados obtenidos para los pardmetros de
desempefio de la validacion del Método Analitico para la
cuantificacion de Dexketoprofeno y Tramadol HCI contenidos en

tabletas recubiertas.

Redactar un informe final de validacion y dictamen final de la
validacion del Método Analitico para la cuantificacion de
Dexketoprofeno y Tramadol HCI contenidos en tabletas

recubiertas.
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3.0 MARCO TEORICO

La validacion en la industria farmacéutica es la que proporciona la evidencia
documental que un procedimiento analitico conduce un alto grado de seguridad,
ya que se obtienen resultados precisos y exactos. Para realizarla se han
establecido parametros que aportan informacién estadistica, que ayudan a
concluir si el método analitico es conforme o no. Para poseer evidencia del
proceso, se realiza un protocolo de validacién, el cual describe paso a paso la
metodologia que identifica y cuantifica los principios activos, en este caso se
analizaron los principios activos Dexketoprofeno y Tramadol contenidos en su
forma farmacéutica de tableta recubierta. La técnica empleada utilizada fue la
cromatografia liquida de alta eficacia, ya que por sus caracteristicas de
separacion proporciona resultados confiables, los cuales se procesan
estadisticamente, permitiendo emitir el informe de validacion, el que contiene las

conclusiones y el dictamen final.

3.1 Tramadol HCI/ Dexketoprofeno

OH

OH
OH

0 CH,
OH
Figura N°1. Estructura de molécula de Dexketoprofeno trometamol y Tramadol

HCI

3.1.1 Informacion farmacoldgica
Mecanismo de accién

Tramadol hidrocloruro es un analgésico opiaceo sintético de accion central. Es

un agonista parcial, no selectivo sobre los receptores opioides y, d y K con mayor
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afinidad por los receptores Y. Su actividad como opiaceo es debida a una baja
afinidad de union de los receptores opiaceos - con el compuesto de origen y de
una alta afinidad de unién de éstos con el metabolito O-desmetilado M1. Como
otros opiaceos analgésicos, se ha demostrado que tramadol inhibe la recaptacion
de norepinefrina y serotonina. Estos mecanismos pueden contribuir de manera
independiente al perfil analgésico general de tramadol.

Dexketoprofeno es la sal de trometamina del &cido S-(+)-2-(3-benzoilfenil)
propionico, un farmaco analgésico, antiinflamatorio y antipirético perteneciente a
la familia de los antiinflamatorios no esteroideos. El mecanismo de accion de los
antiinflamatorios no esteroideos se relaciona con la disminucion de la sintesis de
prostaglandinas mediante la inhibicibn de la via de la ciclooxigenasa.
Concretamente, hay una inhibicion de la transformacion del &cido araquiddnico
en endoperéxidos ciclicos, las PGG2 y PGH2, que dan lugar a las
prostaglandinas PGE1, PGE2, PGF2a y PGD2, asi como a la prostaciclina PGI2
y a los tromboxanos (TxA2 y TxB2). Ademas, la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas podria tener efecto sobre otros mediadores de la inflamacién
como las quininas, ejerciendo una accion indirecta que se sumaria a su accion

directa. Dexketoprofeno es un inhibidor de las actividades COX-1y COX-2.

Indicaciones

Tratamiento sintoméatico a corto plazo del dolor agudo de moderado a intenso en
pacientes adultos cuyo dolor requiera una combinacion de Tramadol y

Dexketoprofeno.
Contraindicaciones
No se debe administrar Tramadol/Dexketoprofeno en los siguientes casos:

- Hipersensibilidad a tramadol o al Dexketoprofeno, a cualquier otro AINE o

a alguno de los excipientes incluidos.
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En intoxicacion aguda por alcohol, hipnoticos, analgésicos, opioides o
medicamentos psicétropos.

En pacientes en tratamiento con inhibidores de la MAO, o que los han
tomado en los ultimos 14 dias.

En pacientes con epilepsia que no esté controlada adecuadamente por el
tratamiento.

Depresiodn respiratoria grave.

Reacciones fotoalérgicas o fototdxicas conocidas durante el tratamiento
con ketoprofeno o fibratos.

Pacientes con Ulcera péptica/hemorragia gastrointestinal activa o con
cualquier antecedente de sangrado, ulceracion o perforacion
gastrointestinal con tratamientos anteriores con AINE.

Pacientes con diatesis hemorragica y otros trastornos de la coagulacion.
Pacientes con dispepsia cronica.

Pacientes con la enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa.

Pacientes con insuficiencia cardiaca grave.

Pacientes con disfuncion renal moderada a grave.

Contraindicado durante el embarazo y la lactancia.

Interacciones

Hay algunos medicamentos que no deben tomarse conjuntamente y otros

pueden requerir un ajuste de dosis si se toman conjuntamente, a continuacion,

se presentan algunas interacciones:

Asociaciones con Tramadol/ Dexketoprofeno:

Acido acetilsalicilico, corticosteroides u otros medicamentos
antiinflamatorios.
Warfarina, heparina u otros medicamentos utilizados para prevenir la

formacion de coagulos.
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- Litio, utilizado para tratar algunas alteraciones del estado de animo.

- Metotrexato, utilizado para la artritis reumatoide y el cancer.

- Hidantoinas y fenitoina, utilizados para la epilepsia.

- Sulfametoxazol, utilizado para las infecciones bacterianas.

- Inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAOs) (medicamentos para el
tratamiento de la depresion).

- Inhibidores de la ECA, diuréticos, betabloqueantes y antagonistas de la
angiotensina Il, utilizados para el control de la presion arterial elevada y
trastornos cardiacos.

- Pentoxifilina, utilizados para tratar Glceras venosas cronica.

- Clorpropamida y glibenclamida, utilizados para la diabetes.

- Antibiéticos aminoglucdsidos, usados para el tratamiento de infecciones
bacterianas.

- El uso concomitante de tramadol/ Dexketoprofeno y medicamentos
sedantes como benzodiacepinas o medicamentos relacionados aumenta
el riesgo de somnolencia, dificultad para respirar.

- Digoxina, utilizado en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca crénica.

- Carbamazepina (para atagues epilépticos).

- Buprenorfina, nalbufina, o pentazocina (analgésicos).

Efectos adversos

- Nauseas/malestar.

- Mareos, vomitos, dolor de estdmago, flatulencias, diarrea, estrefiimiento.
- Dolor de cabeza, somnolencia, fatiga, sequedad de boca.

- Aumento de la sudoracion, vision borrosa, contraccion de la pupila.

- Aumento del numero de plaquetas.

- Presion arterial elevada o muy elevada.

- Inflamacioén en la laringe (edema de laringe).
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- Niveles bajos de potasio en sangre.

- Alteraciones psicoticas.
Inflamacién alrededor de los 0jos, reacciones cutaneas, hinchazén de la
cara.

- Respiracion superficial o lenta, falta de aire.

- Sangre en orina

- Nerviosismo/ansiedad, sofocos, sensacion de malestar.

- Temblor, espasmos musculares, movimientos descoordinados.

- Alteraciones en la percepcion, confusion, trastornos del suefio y

pesadillas.

Sobredosis
Sintomas.

En particular, este cuadro incluye somnolencia, vértigo, desorientacion, dolor de
cabeza, miosis, vOmitos, anorexia, colapso cardiovascular, dolor abdominal,
alteraciones de la consciencia hasta estados comatosos, convulsiones y

depresion respiratoria o incluso parada respiratoria.
Tratamiento

En caso de intoxicacion con las formulaciones de administracion por via oral, la
descontaminacién gastrointestinal con carbén activado o mediante un lavado

géstrico solo se recomienda en la primera hora posterior a la ingesta.

3.2 Cromatografia
Las técnicas de separacion cromatograficas son métodos de multiples etapas en
las cuales los componentes de una muestra se distribuyen entre dos fases, una

de las cuales es estacionaria y la otra movil.
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La fase estacionaria puede ser un sélido, un liquido absorbido sobre un sdlido o
un gel. La fase estacionaria puede estar empacada en una columna, extendida
como una capa, distribuida como pelicula o aplicada mediante otras técnicas. La
fase mévil puede ser gaseosa o liquida o un fluido supercritico. La separacién
puede basarse en adsorcion, distribucibn de masa (particion) o intercambio
iGnico; o puede basarse en diferencias entre las propiedades fisicoquimicas de

las moléculas, tales como tamafo, masa o volumen.

3.3 Generalidades de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia g,

La Cromatografia liquida de alta eficiencia o High performance liquid
chromatography (HPLC), es una técnica utilizada para separar componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y la columna cromatogréfica la cual es su fase
estacionaria. La utilizacion de esta técnica tiene la ventaja que las separaciones
pueden tener lugar a temperatura ambiente para muchas sustancias. Por lo tanto,
las sustancias no volatiles o térmicamente inestables pueden separarse sin
descomposicion o necesidad de hacer derivados volétiles. La afinidad de una
sustancia por la fase estacionaria y, por consiguiente, su tiempo de retencién en
la columna, se controla variando la polaridad de la fase movil mediante el

agregado de un segundo y, a veces, un tercer o hasta un cuarto componente.

3.3.1 Aparato g

Un cromatégrafo de liquidos consta de un recipiente que contiene fase mavil, una
bomba para forzar el paso de la fase mévil a través del sistema a alta presion, un
inyector para introducir la muestra en la fase mévil, una columna cromatografia,
un detector y un dispositivo de recoleccion de datos que puede ser una
computadora por ejemplo; Las computadoras se utilizan para controlar

operaciones y parametros cromatogréaficos, estas permiten periodos largos de
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operacion sin necesidad de supervision. (Ver Anexo N°1). A continuacion, se

presentan las partes del equipo y sus caracteristicas:

Reservorio: Recipiente o frasco de vidrio transparente o color ambar, donde se
colocan las fases moviles, solucion de lavado, y sustancias como Metanol,
Acetonitrilo y Agua, todos de calidad HPLC y sustancias de alta pureza. (Ver
Anexo N°1).

Sistema de bombeo: Este impulsa cantidades exactas de fase movil desde el
Reservorio de fase mévil a la columna mediante tuberias y uniones aptas para
soportar altas presiones. Los sistemas modernos constan de una o varias
bombas dosificadoras, controladas por computadora, que pueden programarse
para variar la composicion de la fase movil cuando se trabaja con gradiente o
para mezclar los componentes de la fase movil cuando se trabaja en condiciones
isocraticas. Generalmente se trabaja con gradiente cuando la muestra es muy
compleja o contiene sustancias que difieren mucho en su factor de capacidad.
Las bombas pueden dar origen a caudales de hasta 10 ml por minuto y generar
presiones de hasta 6.000 psi. Sin embargo, los caudales tipicos son del a 2 ml
por minuto, con presiones no mayores a 2.000 o 2.500 psi. Las bombas
empleadas para el analisis cuantitativo son de material resistente tanto al ataque
guimico como al atague mecénico y son capaces de entregar la fase movil a una

velocidad constante, con fluctuaciones minimas, durante periodos prolongados.
Sistema de inyeccidn: Se emplea para introducir la muestra.

Columna: En la columna se produce la separacion efectiva de los componentes
de la muestra inyectada. Las fases estacionarias para la cromatografia de
liquidos en fase reversa constan de una fase organica quimicamente unida a
silice u otros materiales. Las particulas son generalmente de 3 a 10 mm de
diametro, pero los tamafos pueden llegar hasta 50 mm o mas para las columnas
preparativas. Las particulas recubiertas con una capa delgada de fase organica

tienen una baja resistencia a la transferencia de masa y, por lo tanto, se obtiene
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una transferencia rapida de las sustancias entre la fase estacionaria y la fase
movil. La polaridad de la fase estacionaria depende de la polaridad de sus grupos
funcionales que van desde el octadecilsilano relativamente no polar a grupos
nitrilo muy polares. Por lo general, las columnas empleadas para las
separaciones analiticas tienen diametros internos de 2 a 5 mm,; para la
cromatografia preparativa se emplean columnas de diametro mayor. En algunos
casos las columnas pueden calentarse para mejorarla eficiencia durante la
separacion, pero rara vez se las emplea a temperaturas por encima de los 60 °C,
debido a la potencial degradacién de la fase estacionaria o a la volatilidad de la
fase mévil. Las columnas se emplean a temperatura ambiente, a menos que se

especifique de otro modo en la monografia correspondiente. (Ver Anexo N°1).

Un detector: Se emplean generalmente un detector espectrofotométrico que
consta de una celda de flujo colocada a la salida de la columna. Un haz de
radiacion ultravioleta pasa a través de la celda de flujo en forma perpendicular a
la direccion del flujo de la fase movil e incide en el fotodetector. A medida que las
sustancias eluyen de la columna, pasan a través de la celda y absorben la
radiacion, lo que da lugar a cambios cuantificables en el nivel de energia. Este
detector es el mas empleado. Existen detectores de longitud de onda fija, variable
y multiple. Los detectores de longitud de onda fija operan a una sola longitud de
onda, en general 254 nm, emitida por una lampara de mercurio de baja presion.
Los detectores de longitud de onda variable contienen una frente continua, como
una lampara de deuterio o de xenoén de alta presién y un monocromador 0 un
filtro de interferencia que generan una radiacion monocromética a una longitud
de onda seleccionada por el analista. Los detectores de longitud de onda variable
pueden programarse para variar la longitud de onda durante el analisis. Los
detectores de longitud de onda multiple miden la absorbancia a dos o mas
longitudes de onda simultaneamente. Detectores por arreglo de diodos: el haz de
luz continua atraviesa la celda. Luego la radiaciéon es resuelta en sus longitudes

de onda constitutivas que son detectadas individualmente mediante el arreglo de
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diodos. Estos detectores adquieren los datos de absorbancia sobre el intervalo
total UV-visible y, por lo tanto, proveen al analista varias longitudes de onda
seleccionadas y espectros de los picos eluidos. Los arreglos de diodos tienen,
por lo general, menos relacion sefal-ruido que los detectores de longitud de onda
fija o variable y, por lo tanto, son menos apropiados para el analisis de sustancias

presentes en bajas concentraciones.

Un registrador: Recibe la informacién del detector y realiza la impresion del
cromatograma. Los dispositivos modernos almacenan la sefial de salida del
detector permitiendo reprocesar el cromatograma luego de cambiar las variables
de integracion. También pueden emplearse para programar el cromatografo

controlando la mayoria de las variables y automatizando el proceso.

Rack: Dispositivo del equipo donde se colocan de manera ordenada los viales
para que el automuestreador del equipo pueda tomarlo y realizar la inyeccién en
el equipo. (Ver Anexo N°1).

Vial: Son los recipientes donde se colocan las muestras ya preparadas y filtradas
para ser analizadas por el equipo. (Ver Anexo N°1).

Septum: Son membranas que se le colocan a cada vial cuando las muestras ya

estan preparadas y filtradas para ser analizadas por el equipo.

Filtros de jeringa: Se utilizan para eliminar sustancias precipitadas o insolubles
en las preparaciones del estandar y de la muestra a fin de proteger el sistema de
flujo del cromatografo y evitar resultados falsos positivos.

3.3.2 Procedimiento g

La composicion de la fase movil influye significativamente en la resolucion de las
sustancias en la muestra. Se deben emplear solventes de grado HPLC vy
reactivos de alta pureza. Se debe equilibrar la columna con la fase movil y

preparar las soluciones estandar y muestra segun se especifigue en la
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monografia correspondiente. Las soluciones deben ser filtradas, y en el sistema
cromatografico se deben de adecuar segun se especifica en la monografia
correspondiente. Inyectar por separado las soluciones estandar y muestra,
registrar los cromatogramas y medir las respuestas de los picos segun se
especifigue en la monografia correspondiente. A partir de los valores obtenidos
calcular el contenido de la o las sustancias a ensayar. Los métodos generalmente
empleados son los de estdndar externo y estandar interno. En general se
obtienen resultados confiables por los sistemas de estdndar externo,
especialmente cuando se emplean inyectores automaticos. Este método
compara directamente la respuesta obtenida cromatografiando separadamente
soluciones estandar y muestra. En otros casos se obtienen mejores resultados
empleando el sistema de estandar interno. En este caso se agrega una cantidad
conocida de una sustancia no interferente, el estandar interno, a las soluciones
muestra y estandar. Luego se compara la relacibn de respuesta
estandar/estandar interno y muestra/estandar interno. Se presenta a
continuacion los componentes en general, de la técnica de HPLC. (Ver Figura
N°2).
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Figura N°2. Diagrama que muestra los componentes de un HPLC
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3.4 Método Analitico @1s

Los métodos involucran técnicas analiticas que son fundamentales para el

desarrollo de farmacos. Sin ellas, no se puede evaluar la calidad de los materiales

o el producto final.

Los métodos analiticos deben de desarrollarse antes de la etapa de produccién

del producto, pueden mejorarse y optimizarse a medida que avanza el

estudio. Estos deben ser validados de acuerdo con los requisitos reglamentarios

antes de su uso.

3.4.1 Clasificacion de los métodos gs

Método Normalizado

Se trata de un método de ensayo normalizado, que se aplica exactamente
como estd descrito en referencias reconocidas internacionalmente.
Ejemplos de referencias reconocidas: USP, FEUM, EP, BP, JP, IP, AOAC,
Standard Methods, EPA, PAM, CIPAC, ASTM, ASHTO, ISO, Codex

Alimentarius, FDA, FAO, CE, USDA, otras referencias seran evaluadas.

Método Normalizado modificado

Se trata de una modificacion a un método de ensayo normalizado.
Ejemplos: un método de extraccion diferente o la aplicacion del método en
una matriz diferente a la indicada, aplicacion del método en rangos

distintos trabajos.

Método no normalizado
Se trata de un método de ensayo que no se encuentra en referencias

reconocidas internacionalmente.



33

3.5 Procedimientos analiticos que son objeto de validacion g

Se deben validar los siguientes procedimientos analiticos quimicos, fisicos y

microbiolégicos:

Categoria I: Pruebas cuantitativas del contenido del (los) principio(s) activo(s),
constituyen procedimientos quimicos o microbiolégicos que miden el (los)

analito(s) presente(s) en una muestra determinada.

Categoria II: Pruebas para la determinacion del contenido de impurezas o de
valores limites para el control de impurezas. Pueden ser pruebas cuantitativas o
una prueba cualitativa para determinar si la impureza esta presente en la muestra
por encima o por debajo de un valor limite especificado. Cualquiera de los dos
pretende reflejar con exactitud las caracteristicas de pureza de la muestra. Los
parametros de validacién requeridos por una prueba cuantitativa son diferentes

a los de una prueba cualitativa de cumplimiento de limite.

Categoria Ill: Pruebas fisicoquimicas de desempefio. Constituyen
procedimientos de ensayo que miden caracteristicas propias del desempefio del
medicamento, por ejemplo, la prueba de disolucion. Las caracteristicas de la

validacion son diferentes a las de las otras pruebas, aunque las pueden incluir

Categoria IV: Pruebas de identificacion. Aquellas que se realizan para asegurar
la identidad de un analito en una muestra. Esto normalmente se realiza por
comparacién de una propiedad de la muestra, contra la de un estandar de
referencia, por ejemplo, espectros, comportamiento cromatografico, reactividad
quimica y pruebas microcristalinas. La validez de un método analitico puede
comprobarse solo mediante estudios de laboratorio. En consecuencia, la
documentacion que avale tales estudios es un requisito basico para determinar
si un método es apropiado para una aplicacion determinada. Cualquier método

analitico propuesto debe estar acompafiado de la documentacion necesaria.



Tabla N°1. Parametros de desempefio de los procedimientos analiticos
Fisico - Quimicos y potencia microbiolégica

Categoria de | Categoria | Categoria ll Categoria | Categoria IV
prueba [l
Principio(s) Prueba de | Prueba de Fisico
Paradmetro -IP limite limite quimico e,
Activo(s) o Y ~ Identificacion
de cuantitativa | cualitativa | desempefio
desempenio
Exactitud Si Si * * NO
Precision Sl Sl NO Sl NO
Especificidad Sl Sl Sl * Sl
Limite de
~ NO NO SI * NO
Deteccion
Limite de
o NO SI NO * NO
cuantificacion
Linealidad Sl Sl NO * NO
Intervalo SI SI * * NO

*Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo.

3.6 Validacién g,

34

La validacion es el establecimiento de la evidencia documental de que un

procedimiento analitico conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencién

de resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos

de calidad previamente establecidos.

Las caracteristicas de desemperfio analitico habituales que deben considerarse

en la validacion son:

3.6.1 Exactitud ¢

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor

gue es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de

referencia y el valor experimental encontrado.
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3.6.2 Precision g

La precision de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento
repetitivamente a multiples muestreos de una muestra homogénea. La precision
de un procedimiento analitico habitualmente se expresa como la desviacion
estandar relativa (Coeficiente de variacion) de una serie de mediciones. La
precision puede ser una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad

del procedimiento analito en condiciones normales de operacion.

3.6.3 Especificidad

Procedimiento de determinacion de la selectividad. En el estudio de la
selectividad, como norma general se comparan los resultados del analisis de
muestras con y sin analito en presencia 0 ausencia de impurezas, productos de
degradacion, sustancias relacionadas, excipientes (matriz o placebo), y
dependiendo del tipo de muestra, tipo de técnica analitica, instrumento de
medicion. Partiendo de la experiencia en el analisis de la muestra, se deben
establecer las posibles sustancias y/o elementos y adicionar cantidades
conocidas de éstas, solas o0 combinadas a la muestra y evaluar su respuesta al
método, bajo las mismas condiciones de andlisis. La selectividad de un
procedimiento debe ser establecida para métodos desarrollados internamente en
el laboratorio, métodos adaptados de la literatura cientifica y métodos publicados
por organismos de estandarizacion utilizados fuera del alcance especificado en
el meétodo estandar. Cuando los meétodos publicados por organismos de
normalizacion son aplicados dentro de su alcance, la selectividad usualmente
habr& sido estudiada como parte del proceso de normalizacién. Generalmente,
la selectividad de un método se investiga estudiando su habilidad de medir el
analito de interés en muestras a la cuales se le agregaron intencionalmente

interferencias especificas (aquellas que se considere probable de encontrar en
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las muestras). En aquellos casos donde no esté claro si las interferencias ya
estdn presentes o no, la selectividad del método puede ser investigada
estudiando su habilidad de medir el analito comparado con otros métodos
independientes.

3.6.4 Linealidad del Sistema @

Un analista debe preparar por lo menos por triplicado 5 niveles de concentracién
(Intervalo o rango) de la solucién de referencia ya sea por dilucion (a partir de
una misma solucién concentrada o por pesadas independientes (cuando no sea
posible prepararlas por dilucion). El intervalo debe incluir la especificacion para
el caso de aquellos métodos utilizados para evaluar muestras que se conoce el
contenido estimado de activo (ejemplo formas farmacéuticas, Principios activos).
Medir la respuesta analitica bajo las mismas condiciones de medicion, reportar
la relacion concentracidn vs. Respuesta analitica (Ejemplo: Concentracion vs.
Area, Concentracion vs. Absorbancia). Calcular el valor de la pendiente (b), la
ordenada en el origen (a), el coeficiente de determinacion (2 ) y el intervalo de
confianza para la pendiente (IC (b)). Si el método presenta un ajuste distinto a la
linea recta, utilizar la estadistica apropiada y justificarla. El intervalo (rango) esta
en funcién del proposito del método, y por lo general se expresa como
concentracion. Es critico que el intervalo no excluya valores de concentracion

gue potencialmente puedan dar lugar al contenido del analito en la muestra.
En analisis farmacéutico:

- Para Contenido/valoracién/Potencia, sugiere un minimo de * 20%.

- Para Contenido / Valoracién de impurezas desde un nivel apropiado hasta
un 20% por arriba de la especificacion.

- Para métodos indicadores de estabilidad desde un nivel apropiado hasta
un 120%.
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3.6.5 Linealidad del método y Rango
Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar una matriz.

Un analista debe preparar una matriz con el tipo de componentes que

generalmente estan presentes en la muestra.

La cantidad de matriz analitico es equivalente a una muestra analitica por
triplicado, al adicionarle la cantidad de analito (puede ser una sustancia de
referencia secundaria) correspondiente al 100% de este en la muestra.
Seleccionar al menos dos niveles, superior e inferior de la cantidad del analito
(intervalo) y preparar el matriz adicionado al menos por triplicado a cada nivel,
manteniendo constante la cantidad de matriz analitico en los tres niveles. Los
matriz adicionados deben ser analizados por un mismo analista bajo las mismas
condiciones, utilizando como referencia, la sustancia empleada en la adicién al
matriz analitico. Como lo indica el método, preparar 3 soluciones estandar al
100% de la concentracion teorica. Realizar una determinacion de cada matriz

adicionado, de acuerdo con la siguiente secuencia:

Estandar - Matriz adicionado nivel inferior - Matriz adicionado 100% - Matriz

adicionado nivel superior - Hasta terminar los 3 bloques.

3.6.6 Linealidad e Intervalo @

La linealidad debe de establecerse en el intervalo completo del procedimiento
analitico. Deberia establecerse inicialmente mediante examen visual de un
grafico de sefales en funcion de la concentracion de analito del contenido. Si
parece existir una relacion lineal, los resultados de la prueba deberian
establecerse mediante métodos estadisticos adecuados. Los datos obtenidos a
partir de la linea de regresion pueden ser Gtiles para proporcionar estimaciones

matematicas del grado de linealidad. Se deberian presentar el coeficiente de
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correlacion, la interseccion con el eje de ordenadas, la pendiente de la linea de

regresion y la suma de los cuadros residuales.

El intervalo del procedimiento se valida verificando que el procedimiento analitico
proporciona precision, exactitud y linealidad aceptables cuando se aplica a
muestras que contienen el analito en los extremos del intervalo, al igual que
dentro del intervalo. El Consejo Internacional de armonizacién de los requisitos
técnicos para el registro de medicamentos de uso humano (ICH) recomienda
qgue, para establecer la linealidad, se utilicen normalmente un minimo de cinco
concentraciones. También recomienda que se consideren los intervalos

especificados minimos que se indican a continuacion:

- Valoracion de un farmaco (o de un producto terminado): De 80% a 120%de
la concentracion de prueba.

- Determinaciéon de una impureza: De 50% a 120% del criterio de
aceptacion.

- Para uniformidad de contenido: Un minimo de 70% a 130% de la
concentracion de prueba, a no ser que se justifigue un intervalo mas
amplio o mas apropiado, basandose en la naturaleza de la forma
farmaceéutica.

- Para pruebas de Disolucion: £ 20% por encima del intervalo especificado.
(por ejemplo: si los criterios de aceptacién de un producto de liberacién
controlada cubren una region de 30%, después de 1 hora, y hasta 90%,
después de 24 horas, el intervalo validado seria 10% a 110% de la
cantidad declarada).

- La definicion tradicional de linealidad, es decir el establecimiento de una
relacion lineal o matematica entre la concentracion de la muestra y la
respuesta, no es aplicable al andlisis del tamafio de particula. Para el
analisis de tamafo de particula, se define un intervalo de concentracion

(que depende del instrumento y el tamafio de particula. Para el andlisis de
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tamafo de particula, se define un intervalo de concentracion (que depende
del instrumento y el tamafio de particula) tal que la distribucién de tamafio
de particula medida no se vea afectada por cambios en la concentracién
dentro del intervalo de concentracion definido. Las concentraciones por
debajo del intervalo de concentracion definido pueden introducir un error
debido a una pobre relacion sefal ruido, mientras que las concentraciones
que exceden el intervalo de concentracion definido pueden introducir un

error debido a dispersiones multiples.

3.6.7 Robustez  s1s

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para
no ser afectado por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los
parametros del procedimiento indicados en la documentacion, y provee una
indicacion de su aptitud durante condiciones normales de uso. La robustez puede

determinarse durante la etapa de desarrollo del procedimiento analitico.

3.7Documentacion de la Validacién de un Método .12

Toda validacién comienza a partir de un método ya aprobado, la validacion trata
de demostrar con un nimero minimo de ensayos que tanto el método como su
sistema analitico produciran resultados adecuados a las exigencias
preestablecidas dicha demostraciéon debe ir acompafiada de documentacion que
sustente las actividades realizadas, se debe de preparar por el
analista/operador/técnico y posteriormente revisado y aprobado por personal
calificado. Los elementos de las actividades de validacion deben de estar
planificadas, y definidas con claridad en los siguientes documentos: Protocolo,

Reporte y Certificado.
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3.7.1 Protocolo de validacion

Se elabora un protocolo por escrito en el que se especifica el método de
validacion ademas recolecta el objetivo principal del estudio, la definicién del
sistema a validar, identificacion de parametros, el disefio experimental y
criterios de aceptacion. Debe de ser especifico para cada producto y método.
Los criterios para una validacion del método del ensayo son:

- Titulo, objetivos

- Definicion de la aplicacion, propésito y alcance del método

- Responsabilidades

- Definir los parametros de desempefio y criterios de aceptacion

- Definir los experimentos de validacion

- Verificar las caracteristicas pertenecientes a los equipos, cualificar
materiales

- Ajustar los parametros del método y criterios de aceptacion.

- Formato de registro de resultados.

3.7.2 Informe de validacion

Se realiza un informe el cual resumira los resultados obtenidos, comentara
desviaciones observadas, y extraera las conclusiones pertinentes incluyendo
recomendaciones sobre cambios necesarios para corregir las deficiencias. El

informe debe de incluir la siguiente informacion:

- Titulo

- Datos obtenidos en la validacion

- Analisis de resultados

- Confrontacion contra los criterios de aceptaciéon
- Observaciones, conclusiones, dictamen.

- Anexos
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3.7.3 Certificado

Una vez llevada a cabo la validacion satisfactoria, se efectuara una
aprobacion formal, el laboratorio lo emite con los resultados obtenidos para
cada parametro, se firma por las personas responsables, y las partes que

contiene son:

- Resumen del protocolo de validacion
- Responsables

- Resumen de los resultados obtenidos
- Conclusiones

- Dictamen



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo de Estudio:

Experimental: Se realizaron pruebas experimentales en el laboratorio de Control
de Calidad ubicado en el municipio de Antiguo Cuscatlan del departamento de la
Libertad, El Salvador.

Trasversal: La investigacion se realizara en tiempo determinado, es decir que el

problema en estudio se esta configurando en el presente.

Exploratorio: Esta investigacion pretende resolver una necesidad existente en
el presente como lo es validar un método de andlisis para cuantificar los principios
activos de manera simultanea, siendo un método que no ha sido implementado

debido a que no se ha demostrado la validez requerida.

Prospectivo: Los datos obtenidos en dicho estudio serviran como punto de
partida para los analistas del laboratorio de control de calidad que realicen

modificaciones en el método, lo cual conllevara a la revalidacion del método.

Descriptivo: Se detallé de manera especifica el desarrollo de todo el proceso de

la validacion de un método analitico por cromatografia liquida de alta eficiencia.

4.2 Investigacion Bibliogréfica

Se realiz6 en las siguientes bibliotecas:
- "Dr. Benjamin Orozco" Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador.

- Central de la Universidad de El Salvador (UES).
- Universidad Alberto Masferrer (USAM).

- Internet.
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4.3 Ambito de aplicacién

Metodologia Analitica de Cuantificacion de Dexketoprofeno y Tramadol HCI.
Muestra: ElI muestreo se realiz6 en el area de investigacion y desarrollo de
Laboratorio Farmaceéutico que se encuentra en las condiciones de 20 + 2 °C de
temperaturay 65 + 5% de humedad relativa. EI nimero de muestras se determind
por lo establecido por el RTCA de Productos Farmacéuticos. Medicamentos de
Uso Humano. Verificacion de la Calidad 11.03.47:07.

Datos de la muestra:
Nombre: Dexketoprofeno 25.0 mg (como Dexketoprofeno trometamol 36.9 mg)
+ Tramadol HCI 75.0 mg Tabletas Recubiertas.

Lote: 19038A2

Vence: 07/2022
Universo: 5,000 tabletas
Muestra: 120 tabletas

4.4 Parte Experimental

Para la validacion del método analitico que cuantifica los principios activos de
Dexketoprofeno y Tramadol HCI en tabletas recubiertas, se elabor6 un protocolo
(Ver Anexo N°3), en él se detalla los objetivos, el ambito de aplicacion, los
responsables y funciones, la informacion general y farmacoldgica de cada uno de
los principios activos, la cristaleria, reactivos y equipo utilizado, ademas se
establecid la descripcion del desarrollo de cada pardmetro utilizado en el proceso
de la validacion, las férmulas respectivas para el analisis de los resultados. Se
incluye ademas un resumen de los parametros de validacion y finalmente la

bibliografia utilizada para su redaccion.

La validacion del método analitico para cuantificar Dexketoprofeno y Tramadol
HCI contenido en tabletas recubiertas se llevo a cabo utilizando el equipo de
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cromatografia liquida de alta eficiencia marca SHIMADZU modelo LC-2030, con
sus especificaciones siguientes: Columna: L1 C18 125 x 4 mm (5um),
temperatura columna: 40°C, flujo: 2.0 mL/min, longitud de onda: 270 nm, volumen
de inyeccion: 20 pL, diluyente: Fase movil, ademas se ocuparon balanzas
analiticas calibradas, pipetas y balones volumétricos calibrados y certificados,

reactivos calidad HPLC.

Finalizada la validacion se elabor6 un informe (Ver Anexo N°4), este contiene los
resultados obtenidos para cada una de las pruebas desarrolladas, ademas se
encuentran los criterios de aceptacion y los respectivos dictamenes para cada
parametro evaluado, posee las conclusiones y recomendaciones. Para el informe

se emitié un dictamen final del desarrollo de la validacion.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo se describe el desarrollo, resultados y andlisis de cada
parametro de desempenio estudiado en la validacién de la metodologia analitica
para cuantificar Dexketoprofeno y Tramadol HCI en tabletas recubiertas por

cromatografia liquida de alta eficiencia.

5.1 Elaboracién de Protocolo para la validacion de Dexketoprofeno y

Tramadol HCI por cromatografia liquida de alta eficiencia.

Se elabor6 un protocolo de validacién, que incluye un encabezado en todas las
paginas, posee el nombre del documento, el cddigo del documento, el cédigo de
validacion, la edicion, el periodo de vigencia y nUmero correlativo de pagina. La

portada contiene el nombre y firma de quien lo realizo, reviso y autorizo.

Posteriormente contiene el objetivo, ambito de aplicacién, los responsables y
funciones, ademds incluye, la justificacion de la validacién, medidas de
seguridad, las calificaciones y calibraciones de los quipos utilizados, reactivos,

cristaleria y especificaciones de los principios activos.

Establece los parametros de validacién a determinar, el procedimiento, célculos
y especificaciones requeridas en cada uno de ellos, ademas incluye un resumen
de los parametros de validacion y finalmente la bibliografia utilizada para su

redaccion.

A continuacién, se presenta el protocolo de validacion del método analitico que
cuantifica el Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno trometamol) y Tramadol HCI
en Dexketoprofeno 25mg + Tramadol HCI 75 mg, en tabletas recubiertas por

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 1de 34
REALIZO REVISO AUTORIZO

Coordinador de Validaciones
Metodolégicas
Fecha de emision: Fecha: Fecha de vigencia:

Quimico Analista Jefe de Control de Calidad

1.00BJETIVO:

Demostrar que la metodologia analitica para cuantificar Dexketoprofeno
(como Dexketoprofeno Trometamol) y Tramadol HCI en Dexketoprofeno
25mg + Tramadol HCl 75mg Tabletas Recubiertas es la idénea para
cuantificar e identificar el principio activo frente a los demas componentes de la

formula.

2.0AMBITO DE APLICACION:

La validacién es un medio o una base de datos que demuestran cientificamente
que el método analitico para determinar Dexketoprofeno (como
Dexketoprofeno Trometamol) y Tramadol HCI en Dexketoprofeno 25mg +
Tramadol HCI 75mg Tabletas Recubiertas tiene las caracteristicas que son
adecuadas para cumplir los requerimientos de las pruebas especificadas.

3.0RESPONSABLES Y FUNCIONES:
Coordinador de Validacion de Métodos y Analistas Fisicoquimicos: son las

personas encargadas de realizar las pruebas establecidas en este protocolo.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 49 de 34

Jefe de Control de Calidad: es el responsable de la verificacion de la realizacion

de la validacion y de autorizar los documentos involucrados en el proceso.

4.0PROCEDIMIENTOS (METODOLOGIA ANALITICA):
4.1INTRODUCCION

Tramadol HCI

CAS: 36282-47-0

Formula Quimica: Ci1sH2sNO2 - HCI
Masa Molecular: 299.84 g/mol

HCI

Figura N°1: Estructura de molécula de Tramadol HCI.

El tramadol es un analgésico opioide sintético de accion central y un IRSN
(inhibidor de la recaptacion de serotonina / noradrenalina) que esta

estructuralmente relacionado con la codeina y la morfina.

El tramadol se diferencia de otros medicamentos opioides tradicionales en que
no solo actua como un agonista opioide u, sino que también afecta a las
monoaminas al modular los efectos de los neurotransmisores involucrados en la
modulacion del dolor, como la serotonina y la norepinperina, que activan las vias
inhibitorias del dolor descendente. Los efectos del tramadol sobre la serotonina y
la noradrenalina imitan los efectos de otros antidepresivos SNRI como

la duloxetina y la venlafaxina. El tramadol existe como una mezcla racémica que


https://www.drugbank.ca/drugs/DB00318
https://www.drugbank.ca/drugs/DB00295
https://www.drugbank.ca/drugs/DB00476
https://www.drugbank.ca/drugs/DB00285
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 3de34

consta de dos enantiomeros farmacoldgicamente activos que contribuyen a su
propiedad analgésica a través de diferentes mecanismos y también se
metabolizan en metabolitos activos: (+) - tramadol y su metabolito primario (+) -
O-desmetil-tramadol (M1) son agonistas del receptor opioide p mientras que (+)
- tramadol inhibe la recaptacion de serotonina y (-) - tramadol inhibe la
recaptacion de noradrenalina. Estas vias son complementarias y sinérgicas,
mejorando la capacidad del tramadol para modular la percepcion y la respuesta
al dolor. También se ha demostrado que el tramadol afecta a varios otros
moduladores del dolor dentro del sistema nervioso central, asi como a
marcadores inflamatorios no neuronales y mediadores inmunes. Debido al amplio
espectro de objetivos involucrados en el dolor y la inflamacion, no es
sorprendente que la evidencia haya demostrado que el tramadol es efectivo para
varios tipos de dolor, incluido el dolor neuropatico, el dolor postoperatorio, la
disminucién dolor de espalda, asi como dolor asociado con el trabajo de parto,
osteoartritis, fibromialgia y cancer. Debido a su actividad de IRSN, el tramadol
también tiene efectos ansioliticos, antidepresivos y anti-temblores, que con
frecuencia se encuentran como comorbilidades del dolor.

Al igual que otros medicamentos opioides, el tramadol presenta un riesgo de
desarrollar tolerancia, dependencia y abuso. Si se usa en dosis mas altas, o con
otros opioides, existe un riesgo relacionado con la dosis de sobredosis, depresién
respiratoria y muerte. Sin embargo, a diferencia de otros medicamentos
opioides, el uso de tramadol también conlleva un riesgo de convulsiones y
sindrome de serotonina, particularmente si se usa con otros medicamentos

serotoninérgicos.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 4 de 34

El mecanismo principal de accién

Tramadol es una mezcla racémica (R & S) que tiene un mecanismo de accién
complicado. Tiene cierta accion del receptor opioide mu, pero este efecto es 10
veces menor que lacodeinay 6000 veces menor que la morfina. El
tramadol también inhibe la recaptacion de norepinefrina (NE) y serotonina (5 HT)
y produce efectos secundarios sobre los receptores adrenérgicos alfa-2 en las
vias del dolor. Un isémero tiene un mayor efecto sobre la recaptacion de 5 HT y
una mayor afinidad por los receptores de opiaceos mu. El otro isomero es més
potente para la recaptacion de NE y menos activo para inhibir la recaptacién de
5 HT. Tomados en conjunto, los efectos del tramadol puede explicarse mediante
la inhibicién de la recaptacion de 5 HT, la accién sobre los receptores alfa2 y la
actividad leve sobre los receptores mu opiaceos.

Dexketoprofeno Trometamol
0 CAS: 156604-79-4
MNH- Formula Quimica: C20H2sNOs
HD/\ﬁ\DH Masa Molecular: 375,4 g / mol
OH OH

o

Figura N°2: Estructura del Dexketoprofeno Trometamol

Dexketoprofeno Trometamol es un analgésico perteneciente al grupo de

medicamentos denominados antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Se utiliza


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tramadol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/codeine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/morphine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tramadol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tramadol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/norepinephrine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/serotonin
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/tramadol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H25NO6
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 5de 34

para tratar el dolor de intensidad leve o moderada, tal como dolor de tipo muscular

o de las articulaciones, dolor menstrual (dismenorrea), dolor dental.

Mecanismo principal de accion
El Dexketoprofeno Trometamol es la sal de Trometamina del acido S-(+)-2-(3-
benzoilfenil) propionico, un farmaco analgésico, antiinflamatorio y antipirético

perteneciente a la familia de los antiinflamatorios no esteroideos (MO1AE).

El mecanismo de accién de los antiinflamatorios no esteroideos se relaciona con
la disminucion de la sintesis de prostaglandinas mediante la inhibicién de la via
de la ciclooxigenasa.

Concretamente, hay una inhibicion de la transformacion del &cido araquidénico
en endoperéxidos ciclicos, las PGG2 y PGH2, que dan lugar a las
prostaglandinas PGE1, PGE2, PGF2a y PGD2, asi como a la prostaciclina PGI2
y a los tromboxanos (TxA2 y TxB2). Ademas, la inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas podria tener efecto sobre otros mediadores de la inflamacion
como las quininas, ejerciendo una accion indirecta que se sumaria a su accién
directa. Se ha demostrado en animales de experimentacion y en humanos que el
Dexketoprofeno es un inhibidor de las actividades COX-1 y COX-2.

Estudios clinicos realizados sobre diversos modelos de dolor, demostraron
actividad analgésica efectiva del Dexketoprofeno Trometamol. El inicio del efecto
se obtuvo en algunos estudios a los 30 minutos postadministracion. El efecto

analgésico persiste de 4 a 6 horas.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 6 de 34

Resumen de las caracteristicas fisicas de la entidad a evaluar:

Tramadol HCI: Polvo cristalino blanco. Facilmente soluble en agua y en metanol,

muy poco soluble en acetona.

Dexketoprofeno Trometamol: Polvo cristalino de color blanco. Soluble en

agua, alcohol, acetona, insoluble en cloroformo.

Dexketoprofeno 25mg + Tramadol HCI 75mg Tabletas Recubiertas:
Tableta circular plana de 9 mm, recubierta de color blanco, nacleo de color

blanco, con ranuray logo L/S en uno de sus lados. Lote 19038A2, Vence 07/2022.

4.2 JUSTIFICACION:

Se realizara una validacién del método analitico, para corroborar que el método
utilizado cumple con los parametros para ser definido como especifico, exacto,
preciso y robusto. La validacién de los métodos analiticos serd efectuada de
acuerdo al principio activo a evaluar, esto permite que varias presentaciones o
formas farmacéuticas sean abarcadas en una misma validacion; haciendo los
ajustes necesarios para cada tipo de forma farmacéutica segun sea necesario.

Se realizara una validacion prospectiva del método de analisis de
Dexketoprofeno 25mg + Tramadol HCI 75mg Tabletas Recubiertas, ya que
es producto nuevo del Laboratorio Farmacéutico y para cumplir con los
requerimientos establecidos en RTCA 11.03.42.07 de Buenas Practicas de

Manufactura de la industria farmacéutica.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO

(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN

DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 7 de 34

4.3MEDIDAS DE SEGURIDAD:

Acido fosférico: Corrosivo. Puede causar quemaduras severas en
contacto con piel y mucosas, dafio permanente e irreversible a los ojos.
Usar ropa de proteccion adecuada, gabacha, guantes y mascara de
gases. Manipular en area bien ventilada bajo camara extractora de
gases.

Acetonitrilo: Irritante de la piel por contacto, peligroso al contacto con
los ojos, en caso de ingestion o inhalacion. Levemente peligroso en caso
de contacto de la piel, actia como permeabilizante. Sobre exposicion
severa puede causar la muerte. Usar equipo de proteccién adecuado:
gabacha, guantes, gafas protectoras y mascara de gases.

Acido percldrico: Inflamable y corrosivo. Puede provocar quemaduras
graves en la piel y lesiones oculares graves. Usar equipo de proteccion
adecuado: gabacha, guantes, gafas protectoras y mascara de gases.
Amoniaco 25%: Corrosivo e irritante, puede provocar quemaduras
graves en la piel y lesiones oculares graves. Puede irritar las vias
respiratorias. Muy toxico para los organismos acuaticos. Usar equipo de
proteccién adecuado: gabacha, guantes, gafas protectoras y mascara de
gases.

Acido acético glacial: Corrosivo e inflamable, puede provocar
guemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves. Puede irritar
las vias respiratorias. Muy toxico para los organismos acuaticos. Usar
equipo de proteccién adecuado: gabacha, guantes, gafas protectoras y

mascara de gases.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 8de 34

4.4CALIFICACIONES:

Nombre del equipo Marca Cédigo Calificacion Informe
oy METTLER
Balanza analitica TOLEDO EQCC-007 | 13/08/19 — 24/08/19 ICA-CC-0055
Balanza CS series OHAUS EQCC-053 | 31/08/17 — 04/09/20 ICA-CC-0055
Cromatografo Liquido | gy,\1Ap7y | EQCC-047 | 17-18/02/2020 ICA-CC-0055
de Alta Resolucion

4.5CALIBRACIONES:

Nombre del equipo Marca Cédigo Calibracion Informe
- METTLER
Balanza analitica TOLEDO EQCC-007 18/12/20 FA19121801
Balanza CS series OHAUS EQCC-053 18/12/20 FA19121910
Bomba de vacio WELCH EQCC-084 06/01/21 PRE06200106CE
pH-metro BANTE EQCC-043 12/01/21 QUI02191212CE

4.6 ESPECIFICACION:

NOMBRE CRITERIO DE ACEPTACION

Dexketoprofeno 25mg + No menos de 90.0% y no mas de 110.0% de Tramadol HCI

Tramadol HCI 75mg

0, A 0,
Tabletas Recubiertas No menos de 90.0% y no méas de 110.0% de Dexketoprofeno

(como Dexketoprofeno Trometamol)

4.7METODO DE ANALISIS A VALIDAR:
Para la identificacion y cuantificacion de Dexketoprofeno (como

Dexketoprofeno Trometamol) y Tramadol HCI| se utiliza el método de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), a una longitud de onda de
270 nm.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 9de 34

4.8PRINCIPIO ACTIVO Y CONCENTRACION:
Cada tableta recubierta contiene:

Tramadol HCI..........oo e, 75.00 mg
Dexketoprofeno..........coooiiiiiiiiiii 25.00 mg
(Equivalente a 36.90 mg de Dexketoprofeno Trometamol).

4.9EQUIPOS:
Nombre del equipo Marca Cddigo
Balanza analitica METTLER TOLEDO | EQCC-007
Balanza CS series OHAUS EQCC-053
Cromatografo liquido de alta resolucion SHIMADZU EQCC-047
pH-metro BANTE EQCC-043

4.10 CRISTALERIA Y MATERIALES:
— Baloén volumétrico 25, 50, 100, 1000 mL

— Pipeta volumétricade 1, 3, 5, 15, 25 mL
— Beaker de 250, 500, 1000 mL

— Columna L1 RP-18

—  Filtro de membrana de 0.45 mcm

— Jeringa estéril

— Probeta de 500 mL

— Papelfiltro

- Septum

— Viales HPLC
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 10 de 34
Tipo de Columna Marca Caodigo
Columna L1 RP-18 Merck Solvente: HX425563
125 x4 mm Columna: 433180
4.11 REACTIVOS:
- Agua
-~ Acido fosforico
— Acido acético glacial
— Acido perclérico
— Amoniaco
— Acetonitrilo
4.12 METODO DE CUANTIFICACION DEXKETOPROFENO (COMO

DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL

Especificaciones cromatograficas (HPLC)
Columna: L1

Velocidad del Flujo: 2.0 mL/minuto
Volumen de Inyeccién: 20 uL

Longitud de onda: 270 nm

Temperatura: 40 °C

Diluyente: Fase Movil

Nota: preparar Solucion A con agua purificada.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 11de 34

Preparacion de Solucion A:

1. Adicionar con pipeta 5.0 mL de Acido perclérico a 650 mL de Agua HPLC en
un balén de 1000 mL.

Adicionar con pipeta 4 mL de Amoniaco 25%.

Aforar con Agua HPLC.

Llevar a pH 3.0 + 0.2 con Acido fosférico.

o b~ 0N

Homogenizar.

Preparacion de Fase Movil:

1. Preparar una mezcla de Solucion A, Acetonitrilo y Acido acético (59:40:1).
2. Llevar a pH 3.0 + 0.2 con Acido fosforico.

3. Pasar a través de un filtro de membrana de 0.45 micras o de menor tamafio

de poro y desgasificar.

Preparacion de Solucion Estandar:

1. Pesar exactamente 14.76 mg de Dexketoprofeno Trometamol (equivalente a
10.0 mg de Dexketoprofeno) y 30.0 mg de Tramadol HCI.

Transferir a un balon volumétrico de 100 mL.

Adicionar 60 mL de diluyente.

Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

o bk~ 0N

Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.
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PVA-CC-001
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00

Periodo de vigencia:
5 afios

Pagina:
12 de 34

Preparacion de solucion muestra:

Pesar individualmente 20 tabletas de Dexketoprofeno 25mg + Tramadol HCI

Pesar polvo triturado equivalente a 10.0 mg de Dexketoprofeno y 30 mg de

1.
75mg Tabletas Recubiertas y obtener el peso promedio.
2. Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo.
3.
Tramadol HCI.
4. Transferir a un balén volumétrico de 100 mL.
5. Adicionar 60 mL de diluyente.
6. Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
7. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

CASCADA DE DILUCION DEL METODO DE CUANTIFICACION:

Cascada de Dilucion de Estandar:

30.0 mg de Tramadol HCI +
14.76 mg de Dexketoprofeno
Trometamol (equivalente a 10.0
mg de Dexketoprofeno)

diluyente

Balén volumétrico de 100 mL

Concentracion:

Factor de Dilucion (FD) =

Cascada de Dilucion de la Muestra:

Polvo equivalente a:
30.0 mg de Tramadol HCI +

diluyente

4

A 4

0.1 mg/mL de Dexketoprofeno y
0.3 mg/mL de Tramadol HCI

Volumenes Hechos

Alicuotas Tomadas

10.0 mg de Dexketoprofeno

Balon volumétrico de 100 mL

Concentracion:
0.1 mg/mL de Dexketoprofeno y
0.3 mg/mL de Tramadol HCI.
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I Volumenes Hechos
Factor de Dilucion (FD) =

Alicuotas Tomadas

Nota: Realizar por duplicado tanto el estdndar como la muestra.

PROCEDIMIENTO:
1- Inyectar por separado voliumenes iguales (20uL) de la preparacion del

estandar y la preparacion de la muestra
2- Registrar los cromatogramas y medir las respuestas de los picos
principales

3- Calcular las cantidades en mg de cada principio activo

CALCULOS:

Calcular la concentracion del estandar:

Potencia

(Pst) oo

Cst =
S FD

Donde:
Cst: Concentracion del estandar
Pst: Peso del estandar
Potencia: Pureza del estandar

FD: Factor de Diluciéon del estandar

Calcular la concentracion de la muestra:
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o — (Amx)(Cst)(FD)(Pprom)
mx = (Ast)(Pmx)

Donde:

Cmx: Concentracion de la muestra
Amx: Area de la muestra

Cst: Concentracion del estandar

FD: Factor de Dilucion de la muestra
Ast: Area del estandar

Pprom: Peso promedio de 20 tabletas

Pmx: Peso de la muestra

5.0 PARAMETROS A EVALUAR:

La validacion del método analitico busca la confianza de los valores obtenidos
por el método son aceptables y seguros. La validacion se efectuara verificando
la precision y linealidad del método, al igual que la selectividad y la exactitud del
método analitico.

RESUMEN DE PARAMETROS A EVALUAR Y CRITERIOS DE ACEPTACION
METODOS FISICOQUIMICOS

Parametros de

o Reportar Criterio de Aceptacién
Desempefio
Promedio de contenido | = ---memeeeeee-
Robustez Promedio para la condicién normal

(Xo) y con el cambio (Xi)
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Parametros de o .
o Reportar Criterio de Aceptacién
Desempeno
Diferencia absoluta de los valores
Robustez ) <2%
promedio (Aj)
Estabilidad analitica Diferencia absoluta <2%

Especificidad/selectividad

Respuesta después de aplicar el

La respuesta es
solamente debida al

método .
analito
Promedio | -
Precisién del sistema Desviacion estandar | —emeeeeee-
Coeficiente de variaciéon (CV) <2%
Linealidad del sistema Coeficiente de determinacion (r?) =>0.98
Coeficiente de variacién de los <3%
factores de respuesta (CV)
Pendiente (b) #0

Linealidad del sistema

Intervalo de confianza de la
pendiente IC(B1)

No debe incluir el cero

Intervalo de confianza del
intercepto (a)

Debe incluir el cero

Exactitud

Recobro
Prueba de Cochran Gexp — Gtab
Prueba t de Student texp — ttab
Porcentaje de recobro 98 — 102%

Intervalo de confianza de la media

Debe incluir el 100% o el
promedio del % de

poblacional recobro se incluya en el
intervalo
Linealidad del método
Coeficiente de determinacion (r?) >0.98
Pendiente #0

Intervalo de confianza de la
pendiente IC(B1)

Debe incluir la unidad

Intervalo de confianza del
intercepto (a)

Debe incluir el cero

Precision

Promedio

Coeficiente de variacion
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Parametros~ de Reportar Criterio de Aceptacion
Desempeno
Promedio | s
Repetibilidad Desviacion estandar | —emememeeeee-
Coeficiente de variacién <2%
Promedio | = e
Precision intermedia Coeficiente de variacion <2%
Prueba de Fisher Fexp — Frap
Prueba t de Student texp — trab

6.0MUESTRAS
Incluir el detalle de la formulacién

» Dexketoprofeno 25mg + Tramadol HCI 75mg Tabletas Recubiertas

Cédigo de cada Descripcién Cantidad Unidad
materia prima
REFCDCO001 TRAMADOL HCL 24.16 g
REFCDCO002 DEXKETOPROFENO TROMETAMOL 11.9 g

EXCIPIENTES CANTIDAD SUFICIENTE PARA CANTIDADES PARA 100 g

7.0 PROCEDIMIENTO:
De acuerdo a lo establecido en el literal 5.0, las pruebas a realizar son:

7.1ROBUSTEZ
Para Robustez se analizara muestra de producto terminado por triplicado
cambiando deliberadamente las condiciones internas del método de analisis:
a) Velocidad del flujo: puede ajustarse hasta en un = 1 %.
b) Volumen de inyeccién: + 2 %.
c) Temperatura de la columna: la temperatura es ajustable hasta en un *
2° C.
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Preparacion del estandar: por duplicado

Pesar exactamente 14.76 mg de Dexketoprofeno Trometamol (equivalente a 10.0
mg de Dexketoprofeno) y 30.0 mg de Tramadol HCI y transferir a un balén
volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion. Concentracion final: 0.1 mg/mL de Dexketoprofeno y 0.3 mg/mL de
Tramadol HCI.

Preparacion de muestras: Producto terminado.

Pesar individualmente 20 tabletas recubiertas de Dexketoprofeno 25mg +
Tramadol HCI 75mg Tabletas Recubiertas y obtener el peso promedio. Triturar
las 20 tabletas recubiertas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo triturado
equivalente a 10.0 mg de Dexketoprofeno y 30.0 mg de Tramadol HCI. Transferir
a un balon volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y
homogenizar la solucién. Concentracién final: 0.1 mg/mL de Dexketoprofeno
y 0.3 mg/mL de Tramadol HCI

Cambios deliberados del método:
Inyectar estandares de calibracidn e inyectar por triplicado cada muestra. Repetir
para cada cambio deliberado en el método.
a) Condicién uno, normal: 20 pL, 2.0 mL/min y 40 °C.
b) Condicion dos, volumen de inyeccion aumentado: 21 pL, 2.0 mL/min y
40°C.



65

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 18 de 34

c) Condicion tres, volumen de inyeccion disminuido: 19 pL, 2.0 mL/min y
40°C.

d) Condicion cuatro, flujo aumentado: 20 uL, 2.02 mL/min y 40 °C.

e) Condicion cinco, flujo disminuido: 20 pL, 1.98 mL/miny 40 °C.

f) Condicion seis, temperatura aumentada: 20 pL, 2.0 mL/miny 42 °C.

g) Condicion siete, temperatura disminuida: 20 pL, 2.0 mL/miny 38 °C.

Reportar:
Promedio del contenido, promedio para la condicion normal y con el cambio,

diferencia absoluta de los calores promedio.

7.2ESTABILIDAD
Para Estabilidad se analiza la muestra de producto terminado por triplicado en
las siguientes condiciones de almacenamiento:

a) Inicial.

b) En refrigeracion 24 horas (10°C).

c) A temperatura ambiente 24 horas (22°C).

Preparacion del estandar: preparar por duplicado

Pesar exactamente el equivalente a 14.76 mg de Dexketoprofeno Trometamol
(equivalente a 10.0 mg de Dexketoprofeno) y 30.0 mg de Tramadol HCIl y
transferir a un balén volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente.

Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con
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diluyente y homogenizar la solucion. Concentracion final: 0.1 mg/mL de

Dexketoprofeno y 0.3 mg/mL de Tramadol HCI.

Preparacion de muestras: Producto terminado.

Pesar individualmente 20 tabletas recubiertas de Dexketoprofeno 25mg +
Tramadol HCI 75mg Tabletas Recubiertas y obtener el peso promedio. Triturar
las 20 tabletas recubiertas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo triturado
equivalente a 10.0 mg de Dexketoprofeno y 30.0 mg de Tramadol HCI. Transferir
a un balon volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y
homogenizar la solucién. Concentracion final: 0.1 mg/mL de Dexketoprofeno
y 0.3 mg/mL de Tramadol HCI

Procedimiento.
Realizar la lectura inicial de las muestras, fraccionar las muestras en diferentes
viales y guardar en las condiciones respectivas. Inyectar por triplicado. Leer

después de 24 horas y preparar estandares nuevos.

Reportar: La diferencia absoluta entre las condiciones.

7.3ESPECIFICIDAD/SELECTIVIDAD
Para Especificidad se prepara cantidad suficiente de placebo para el analisis y se

analizara placebo y muestras de placebo adicionado con sus impurezas.
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Si no hubiera existencias de los compuestos USP, se pueden degradar el placebo y

las muestras en las siguientes condiciones:
a) Adicion de 2 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar 4 horas a 60°C.
b) Adicion de 2 mL de Hidroxido de sodio 0.1 N, calentar 4 horas a 60°C.
c) Degradacion térmica, calentar 4 horas a 60 °C.

d) Exposicién a luz UV, 1 hora.

Estandar: Estandar de Trabajo de Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno

Trometamol) y Tramadol HCI.

Muestras: Placebo y placebo adicionado con Dexketoprofeno (como

Dexketoprofeno Trometamol) y Tramadol HCI.

Preparacion de placebo:
Preparar 100 g de Dexketoprofeno 25mg + Tramadol HCI 75mg Tabletas
Recubiertas sin adicionar el analito Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno

Trometamol) y Tramadol HCI.

Tratamiento de muestras:

Fraccionar el placebo y producto terminado para las condiciones:
a) Sin tratamiento
b) Adicion de 2 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar 2 horas a 60°C
c) Adicién de 2 mL de Hidroxido de sodio 0.1 N, calentar 2 horas a 60°C

d) Degradacion térmica, calentar 2 horas a 60 °C



68

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 21 de 34

e) Exposicion a luz UV, 1 hora

Preparacion del estandar: preparar dos estandares

Pesar exactamente el equivalente a 14.76 mg de Dexketoprofeno Trometamol
(equivalente a 10.0 mg de Dexketoprofeno) y 30.0 mg de Tramadol HCIl y
transferir a un balén volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente.
Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la soluciéon. Concentracion final: 0.1 mg/mL de

Dexketoprofeno y 0.3 mg/mL de Tramadol HCI

Preparacién de muestras: producto terminado

Pesar individualmente 20 tabletas recubiertas de Dexketoprofeno 25mg +
Tramadol HCI 75mg Tabletas Recubiertas y obtener el peso promedio. Triturar
las 20 tabletas recubiertas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo triturado
equivalente a 10.0 mg de Dexketoprofeno y 30.0 mg de Tramadol HCI. Transferir
a un balon volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y
homogenizar la solucién. Concentracion final: 0.1 mg/mL de Dexketoprofeno
y 0.3 mg/mL de Tramadol HCI.

Inyectar por duplicado cada muestra y reportar el resultado.

Preparaciéon de muestras: placebo
Pesar 89.9 mg de placebo (equivalente a 10.0 mg de Dexketoprofeno y 30.0 mg
de Tramadol HCI) y transferir a un balén volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL
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de diluyente. Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a
volumen con diluyente y homogenizar la solucion. Inyectar por duplicado cada
muestra y reportar el resultado.

Reportar:
La respuesta es solamente debida al analito.

7.4PRECISION DEL SISTEMA

Para Precision del sistema se realiza por sextuplicado del estandar de referencia.
Para el estandar se prepararan 6 soluciones diferentes de estandar al 100%,

ademas del estdndar para calibrar.

Estdndar: Estandar de Trabajo de Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno
Trometamol) y Tramadol HCI.
Muestras: Estandar de Trabajo de Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno
Trometamol) y Tramadol HCI.

Preparacion de Solucion madre estandar: preparar por duplicado

Pesar exactamente 147.6 mg de Dexketoprofeno Trometamol (equivalente a
100.0 mg de Dexketoprofeno base) y 300.0 mg de Tramadol HCI y transferir a un
balén volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y
homogenizar la solucién. Concentracion final: 1.0 mg/mL de Dexketoprofeno
y 3.0 mg/mL de Tramadol HCI.
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Preparacion de solucion Estandar: preparar por duplicado
Tomar 10.0 mL de la solucién madre estandar y transferir a un balén volumétrico
de 100.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL Dexketoprofeno y 0.3 mg/mL de Tramadol HCI.

Preparacion de soluciones muestras: preparar por sextuplicado
Tomar 10.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 100.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL Dexketoprofeno y 0.3 mg/mL de Tramadol HCI

Inyectar estandares de calibracién seguidos de una inyeccion de cada muestra.

Reportar: Promedio, Desviacion estandar, Coeficiente de variacion.

Aptitud del sistema: Factor de asimetria, numero de platos tedéricos, resolucion.

7.5LINEALIDAD DEL SISTEMA
Para Linealidad del sistema se realizara por triplicado en cinco niveles de
concentracion del estandar.

Para el estandar de referencia se prepararan por pesadas independientes de

Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno Trometamol) y Tramadol HCI, en la
siguiente serie de concentraciones de estandar por triplicado para 50%, 80%,
100%, 120% y 150%. Cada serie se analizara de menor a mayor concentracion

para evaluar arrastre de muestras.
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7.5.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA DE DEXKETOPROFENO (COMO
DEXKETOPROFENO TROMETAMOL)

Estandar: Estandar de Trabajo de Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno
Trometamol) y Tramadol HCI
Muestras: Estandar de Trabajo de Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno

Trometamol) y Tramadol HCI

Preparaciéon de solucion madre estandar

Preparar por triplicado

Pesar exactamente 147.6 mg de Dexketoprofeno Trometamol (equivalente a
100.0 mg de Dexketoprofeno base) y transferir a un balén volumétrico de 100 mL.
Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura ambiente durante 10
minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 1.0 mg/mL de Dexketoprofeno

Preparacion de solucion estandar: preparar por duplicado
Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.1 mg/mL

Preparacion de muestras:

Solucion con estandar de trabajo al 50%: Preparar por triplicado.
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Tomar 5.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 100
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.05 mg/mL

Solucién con estandar de trabajo al 80%: Preparar por triplicado.
Tomar 4.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.08 mg/mL

Solucién con estandar de trabajo al 100%: Preparar por triplicado.
Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.10 mg/mL

Solucién con estandar de trabajo al 120%: Preparar por triplicado.
Tomar 3.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 25 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.12 mg/mL

Solucién con estandar de trabajo al 150%: Preparar por triplicado.
Tomar 15.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 100
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.15 mg/mL
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 26 de 34

Inyectar estandares de calibracién seguidos de:
Estandar 50%, 80%, 100%, 120% y 150%, una inyeccion de cada muestra.

Repetir para las otras dos series.

Reportar:
Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, pendiente, intervalo de

confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.

7.5.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA DE TRAMADOL HCL

Estandar: Estandar de trabajo Tramadol HCI
Muestras: Estandar de trabajo Tramadol HCI

Preparacion de solucion madre Tramadol HCI: Preparar por triplicado
Pesar exactamente el equivalente a 300.0 mg de Tramadol HCI y transferir a un

bal6n volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente.

Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 3.0 mg/mL

Preparacion de estandar: preparar por duplicado
Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balon volumétrico de 50 mL.

Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 27 de 34

Concentracion final: 0.3 mg/mL

Preparacion de muestras:

Solucién con estandar de trabajo al 50%: Preparar por triplicado.

Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 100
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.15 mg/mL

Solucién con estandar de trabajo al 80%: Preparar por triplicado.
Tomar 4.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.24 mg/mL

Solucién con estandar de trabajo al 100%: Preparar por triplicado.
Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.3 mg/mL

Solucion con estandar de trabajo al 120%: Preparar por triplicado.
Tomar 3.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 25 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucién.

Concentracion final: 0.36 mg/mL

Solucién con estandar de trabajo al 150%: Preparar por triplicado.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 28 de 34

Tomar 15.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 100
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.45 mg/mL

Inyectar estandares de calibracion seguidos de:
Soluciones Estandar 50%, 80%, 100%, 120% y 150%, una inyeccion de cada

muestra. Repetir para las otras dos series.

Reportar: Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, pendiente,

intervalo de confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.

7.6 EXACTITUD DEL METODO (RECOBRO, PRECISION Y LINEALIDAD)
Para Exactitud se realizara por triplicado en tres niveles de concentracion usando
placebo adicionado con el analito los que se comparan con estandar preparado por

duplicado.

a) Para placebo adicionado con analito se prepararan por pesadas

independientes la siguiente serie de concentraciones de placebo adicionado
con analito por triplicado: 80%, 100% y 120%.

b) Para estandar_de referencia se prepara por pesadas independientes o

diluciones por duplicado para cada serie. Cada serie se analizara en el
siguiente orden: estandar por duplicado, placebo adicionado de menor a mayor

concentracion para evaluar arrastre de muestras.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 29 de 34

Estandar: Estandar de Trabajo de Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno
Trometamol) y Tramadol HCI

Muestras: Placebo + Estandar de Trabajo de Dexketoprofeno (como
Dexketoprofeno Trometamol) y Tramadol HCI

Preparacion de solucion estandar madre (Dexketoprofeno + Tramadol HCI)
Pesar exactamente 147.6 mg de Dexketoprofeno Trometamol (equivalente a
100.0 mg de Dexketoprofeno base) y 300.0 mg de Tramadol HCl y transferir a un
balén volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y
homogenizar la soluciéon. Concentracion: 1.0 mg/mL de Dexketoprofenoy 3.0
mg de Tramadol HCI

Preparacion de Estandar: preparar dos estandares para cada serie
Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL Dexketoprofeno y 0.3 mg/mL de Tramadol HCI
Preparacién de muestras:
Para las muestras se prepararan por pesadas independientes de placebos

correspondientes a los niveles de concentracion: 80%, 100%, 120%

Solucién de patrén adicionado a Placebo al 80%: Preparar por triplicado.



77

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 30 de 34

Pesar exactamente la cantidad de 36.0 mg de Placebo y transferir a un balon
volumétrico de 50 mL. Adicionar 30 mL de Diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Tomar 4.0 mL de la solucién estandar madre
(Dexketoprofeno + Tramadol HCI). Llevar a volumen con diluyente y homogenizar
la solucién.

Concentracion final: 0.08 mg/mL de Dexketoprofeno y 0.24 mg/mL de
Tramadol HCI

Solucién de patréon adicionado a Placebo al 100%: Preparar por triplicado.
Pesar exactamente la cantidad de 89.9 mg de Placebo y transferir a un balon
volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de Diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Tomar 10.0 mL de la solucién estdndar madre
(Dexketoprofeno + Tramadol HCI). Llevar a volumen con diluyente y homogenizar
la solucién.

Concentracion final: 0.10 mg/mL de Dexketoprofeno y 0.30 mg/mL de
Tramadol HCI

Solucién de patrén adicionado a Placebo al 120%: Preparar por triplicado.

Pesar exactamente la cantidad de 27.0 mg de Placebo y transferir a un balén
volumétrico de 25 mL. Adicionar 10 mL de Diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Tomar 3.0 mL de la solucién estandar madre
(Dexketoprofeno + Tramadol HCI). Llevar a volumen con diluyente y homogenizar

la solucién.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 31lde 34

Concentracion final: 0.12 mg/mL de Dexketoprofeno y 0.36 mg/mL de
Tramadol HCI

Inyectar estandares de calibracion seguidos de:
Estandar adicionado 80%, 100% y 120% una inyeccidn de cada estandar

muestra. Repetir para las otras dos series.

Reportar:

Recobro: Prueba de Cochran, Prueba t de Student, porcentaje de recobro e
intervalo de confianza de la media poblacional.

Linealidad del método: coeficiente de determinacion, pendiente, intervalo de
confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.

Precision: promedio, coeficiente de variacion.

7.7 REPETIBILIDAD Y PRECISION INTERMEDIA
Para Repetibilidad y Precision Intermedia se realizara por sextuplicado el
analisis de muestras de producto terminado.

Para las muestras _de producto terminado _se preparan seis muestras de

producto terminado de un mismo lote, se repite el experimento para las siguientes

condiciones:

Repetibilidad 1 | Repetibilidad 2
Analista Analista 1 Analista 2
Equipo HPLC HPLC

Dia 1 2
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Periodo de vigencia: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios 32de 34

Estandar: Estandar de Trabajo de Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno
Trometamol) y Tramadol HCI
Muestras: Dexketoprofeno 25mg + Tramadol HCI 75mg Tabletas

Recubiertas

Preparacion de solucion madre Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno
Trometamol) y Tramadol HCI: Pesar exactamente 147.6 mg de
Dexketoprofeno Trometamol (equivalente a 100.0 mg de Dexketoprofeno base)
y 300.0 mg de Tramadol HCI y transferir a un balén volumétrico de 100 mL.
Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura ambiente durante 10
minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.
Concentracion: 1.0 mg/mL de Dexketoprofeno y 3.0 mg/mL de Tramadol
HCI.

Preparaciéon de solucidon estandar: preparar por sextuplicado
Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL Dexketoprofeno y 0.3 mg/mL de Tramadol HCI

Preparaciéon de producto terminado: preparar por sextuplicado

Pesar individualmente 20 tabletas recubiertas de Dexketoprofeno 25.0 mg +
Tramadol HCI 75.0 mg Tabletas Recubiertas y obtener el peso promedio. Triturar
las 20 tabletas recubiertas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo triturado

equivalente a 10.0 mg de Dexketoprofeno y 30.0 mg de Tramadol HCI.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cédigo de validacion: Edicion:

VMA-CC-001 00

Cadigo:
PVA-CC-001

Periodo de vigencia:
5 afios

Pagina:
33 de 34

Transferir a un balon volumétrico de 100 mL. Adicionar 60 mL de diluyente.
Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion final: 0.1 mg/mL de Dexketoprofeno y 0.3 mg/mL de
Tramadol HCI

Inyectar estandares de calibracion seguidos de las muestras.

Reportar:
Repetibilidad: promedio, desviacidén estandar, coeficiente de variacion
Precision intermedia: promedio, coeficiente de variacién, prueba de Fisher,

prueba t de Student.

Nota: La validacion del método analitico tendréa una duraciéon de 5 afios.

8.0CONTROL DE CAMBIOS:

. No. DE NOMBRE DEL
" OEDDIIISIIC?AND A DESCRIPCION | EDICION RESPONSABLE ” ggﬁ;‘[‘&gﬁm
NUEVA DEL CAMBIO
EDICION
N/A 00 Alejandro Moran 19-02-2022
INICIAL )
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO
(COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL) Y TRAMADOL HCL EN
DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA RECUBIERTA POR

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Cadigo:
PVA-CC-001

Cédigo de validacion:
VMA-CC-001

Edicién:
00

Periodo de vigencia:
5 afios

Pagina:
34 de 34
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10.0 ANEXOS:

Anexar las hojas de trabajo y las hojas de calculo de todas las pruebas ejecutadas

en la validacion.
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5.2 Analisis de los resultados obtenidos en los parametros de desempefio
de la validacion de la metodologia analitica por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiencia, para la cuantificacion de Dexketoprofeno y Tramadol HCI.

5.2.1 Robustez
Se analiz6 muestra de producto terminado por triplicado cambiando

deliberadamente las condiciones internas del método de analisis:
a) Volumen de inyeccion: £ 2 %.
b) Flujo de la fase maovil: + 1 %.

c) Temperatura de la columna: £ 2 °C

Tabla N°2. Resultados de la prueba de robustez de Tramadol HCI

TRAMADOL HCI
PORCENTAJE SOBRE LO ROTULADO (%)
Replica Normal 19 uL 21uL
1 97.14 96.96 97.04
2 97.52 96.86 97.11
3 97.23 97.26 97.13
Promedio 97.30 97.03 97.10
Replica Normal 1.98 mL/min | 2.02 mL/min
1 97.14 96.27 98.06
2 97.52 96.26 97.99
3 97.23 96.29 98.05
Promedio 97.30 96.27 98.04
Replica Normal 38 °C 42 °C
1 97.14 97.28 96.91
2 97.52 97.39 96.99
3 97.23 97.31 96.95
Promedio 97.30 97.33 96.95
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Tabla N°3. Resultados de la prueba de robustez de Dexketoprofeno (como
Dexketoprofeno trometamol)

DEXKETOPROFENO (COMO
DEXKETOPROFENO TROMETAMOL)
PORCENTAJE SOBRE LO ROTULADO (%)
Replica Normal 19 uL 21uL
1 103.80 104.04 103.63
2 103.53 103.67 103.73
3 104.01 103.71 103.77
Promedio 103.78 103.81 103.71
Replica Normal 1.98 mL/min | 2.02 mL/min
1 103.80 103.20 104.97
2 103.53 103.33 104.73
3 104.01 103.20 104.79
Promedio 103.78 103.24 104.83
Replica Normal 38 °C 42 °C
1 103.80 103.70 103.58
2 103.53 103.84 103.62
3 104.01 103.69 103.76
Promedio 103.78 103.74 103.65

En la Tabla N°2 y Tabla N°3, se presentan los resultados de la prueba de robustez
para la cuantificacién de Dexketoprofeno y Tramadol HCI contenidos en tabletas
recubiertas por el método de cromatografia liquida de alta eficiencia.

Los resultados para Tramadol HCI fueron, en el cambio de volumen de inyeccion
0.27% y 0.20%; en el flujo de fase movil 1.03% y 0.74%; y para la temperatura
de la columna 0.03% y 0.35%. Los resultados para Dexketoprofeno fueron, en el
cambio de volumen de inyeccion 0.03% y 0.07%; en el flujo de fase mavil 0.54%

y 1.07%; y para la temperatura de la columna 0.04% y 0.13%. (Ver Anexo N°5).
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Los resultados obtenidos confirman que el método es robusto, ya que, las
diferencias significativas entre la condicién normal y las condiciones modificadas
son menores al 2%.

En consecuencia, el método no se ve afectado por pequefias variaciones en los
paradmetros establecidos, tal es el caso del cambio de volumen de inyeccion, flujo
de la fase movil y temperatura de la columna, es decir, que esta prueba

proporcioné una indicacion de fiabilidad del método durante su uso normal.

5.2.2 Estabilidad
Se analiz6 muestra de producto terminado por triplicado en las siguientes
condiciones de almacenamiento:

a) Inicial
b) En refrigeracion 24 horas a 5°C

c) A temperatura ambiente 24 horas a 22°C

Tabla N°4. Resultados de la prueba de Estabilidad para Tramadol HCI.

TRAMADOL HCL

PORCENTAJE SOBRE LO ROTULADO (%)

Replica Inicial 5°C 22 °C
1 101.03 102.01 99.03

2 101.00 102.02 99.00

3 101.21 102.00 99.22
Promedio 101.08 102.01 99.09
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Tabla N°5. Resultados de la prueba de Estabilidad para Dexketoprofeno (como
Dexketoprofeno trometamol)

DEXKETOPROFENO (COMO
DEXKETOPROFENO TROMETAMOL)
PORCENTAJE SOBRE LO ROTULADO (%)

Replica Inicial 5°C 22 °C
1 101.28 100.32 99.57

2 101.36 100.49 99.56

3 101.61 100.35 99.68
Promedio 101.42 100.39 99.60

En la Tabla N°4 y Tabla N°5 se presentan los resultados de la prueba de
Estabilidad para la cuantificacion de Dexketoprofeno y Tramadol HCI contenidos
en tableta recubierta por el método de cromatografia liquida de alta eficiencia.
Los resultados fueron, para Tramadol HCI 0.4% y 0.6%, y para Dexketoprofeno
trometamol 0.3% y 1.1%. (Ver Anexo N°5). Se demostr6 la propiedad de una
muestra preparada, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentraciéon
del analito, después de ser almacenada en un tiempo y en condiciones
determinadas. Los resultados obtenidos confirman que el método cumple con el
pardmetro de Estabilidad, ya que, las diferencias absolutas de los valores
promedio obtenidos de las condiciones de 5° Cy 22° C en 24 horas son menores
al 2%.

5.2.3 Especificidad/Selectividad
Se preparé cantidad suficiente de placebo para el andlisis y se analiz6 placebo
y muestras de placebo con patron adicionado. Debido a que no se contaba con
la existencia de impurezas de origen farmacopeico, se degrado el placebo y las
muestras en las siguientes condiciones:

a) Sin tratamiento.

b) Adicion de 2 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar 2 horas a 60°C
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c) Adicion de 2 mL de Hidroxido de sodio 0.1 N, calentar 2 horas a 60°C

d) Exposicion a luz UV por 1 hora.

e) Calentamiento por 4 horas a 60°C

Tabla N°6. Resultados de la prueba de Especificidad/Selectividad para
Tramadol HCI.
PLACEBO PLACEBO PLACEBO PLACEBO
PLACEBO | ADICIONADO +| ADICIONADO+ |, 0 < < ) © | ADICIONADO +
REPLICA |ADICIONADO|DEGRADACION|DEGRADACION + UV DEGRADACION
ACIDA BASICA TERMICA
PORCENTAJE SOBRE LO ROTULADO (%)
1 103.72 104.96 103.94 103.19 107.09
2 103.75 105.03 103.98 103.17 107.07
PROMEDIO 103.74 104.99 103.96 103.18 107.08
Tabla N°7. Resultados de la prueba de Especificidad/Selectividad para
Dexketoprofeno.
PLACEBO PLACEBO PLACEBO PLACEBO
PLACEBO |ADICIONADO + | ADICIONADO+ |, 0~ =0 1 5 o |ADICIONADO +
REPLICA |ADICIONADO [DEGRADACION DEGRADACION + UV DEGRADACION
ACIDA BASICA TERMICA
PORCENTAJE SOBRE LO ROTULADO (%)
1 103.28 103.92 103.30 92.08 107.32
2 103.31 103.96 103.32 92.03 107.06
PROMEDIO 103.30 103.94 103.31 92.05 107.19

En la Tabla N°6 y N°7 se presentan los resultados de la prueba de Selectividad
y Especificidad. Estas determinaciones permiten demostrar la capacidad del
meétodo analitico para obtener una respuesta debida Unicamente al analito de
interes.

La aplicacion de la técnica confirmatoria con muestras sometidas a estrés para
determinar la Selectividad y Especificidad se realizé con el fin de generar

compuestos potencialmente interferentes.
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Se recomienda no modificar el diluyente con Hidroxido de Sodio 0.1N y colocar
la muestra en viales de color ambar para cromatografia liquida de alta eficiencia

para evitar degradacion con la luz UV.

Al realizar el tratamiento estadistico de los datos obtenidos, se determiné que
para el caso del principio activo Tramadol HCI present6 una diferencia absoluta
mayor del 2% (3%) cuando se somete la muestra en condiciones de degradacién
bésica con respecto a la muestra sin degradacion. En cuanto a Dexketoprofeno
presentd una diferencia absoluta mayor del 2% cuando se sometié la muestra en
condiciones de degradacion basica y luz UV (4% y 11%, respectivamente) con
respecto a la muestra sin degradacion. Al observar los cromatogramas obtenidos
en cada una de las diferentes condiciones de degradacién, no se observan
sefales diferentes al pico principal con respecto a la muestra tratada en condicion
sin degradacién (normal). En conclusién, confirmo6 que el método de analisis es

selectivo para los principios activos en estudio. (Ver Anexo N°5).

5.2.4 Precision del sistema
Se realizé por sextuplicado del estandar de referencia.
Para el estandar se prepararan 6 soluciones diferentes de estandar al 100%,

ademas del estandar para calibrar.

Tabla N° 8. Resultados de la prueba de Precision del sistema.
Estandar de Tramadol HCI.

REPLICA Concentracion Valor de la lectura
tedrica (mg/mL) (Area de pico)

1 0.3 978423

2 0.3 979707

3 0.3 988766

4 0.3 979745

5 0.3 979848

6 0.3 976431
Promedio 980486.7
DesVesta 4261.93

CV 0.43
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Tabla N° 9. Resultados de la prueba de Precision del sistema.
Estandar De Dexketoprofeno

REPLICA Concentracion Valor de la lectura
teérica (mg/mL) (Area de pico)

1 0.1 2464376

2 0.1 2470924

3 0.1 2471079

4 0.1 2465319

5 0.1 2491895

6 0.1 2473811
Promedio 2472900.7
DesVesta 9989.90

CV 0.40

En las Tablas N°8 y N°9 se presentan los resultados de la prueba de Precision
del sistema para la cuantificacion de Dexketoprofeno y Tramadol HCI contenidos
en tableta recubierta por el método de cromatografia liquida de alta eficiencia, el
objetivo de realizar esta prueba fue medir la variabilidad o el grado de dispersién
de las respuestas del equipo utilizado (Areas). El coeficiente de variacion (CV)
obtenido mediante esta prueba es menor 2%. El resultado obtenido con esta
prueba fue de 0.43% para Tramadol HCl y 0.40% para Dexketoprofeno (como
Dexketoprofeno trometamol), con esto se evidencia que el cromatografo liquido
de Alta Eficacia se encuentra en 6ptimas condiciones para brindar los resultados

gue se esperan. (Ver Anexo N°5).

5.2.5 Linealidad del Sistema

Se realiz6 por triplicado en cinco niveles de concentracion del estandar de
referencia.

Para el estandar de referencia se prepararan por pesadas independientes la
siguiente serie de concentraciones de estandar por triplicado: 50%, 80%, 100%,
120% y 150%

Cada serie se analiz6 de menor a mayor concentracion para evaluar arrastre de

muestras.



Tabla N°10. Resultados de Linealidad del sistema para Tramadol HCI.

NIVEL mg/mL AREA
50% 0.1500 494265
50% 0.1500 494013
50% 0.1500 493223
80% 0.2400 788442
80% 0.2400 786353
80% 0.2400 784615

100% 0.3000 980600

100% 0.3000 979986

100% 0.3000 979115

120% 0.3600 1184131

120% 0.3600 1180279
120% 0.3600 1191782
150% 0.4500 1478355
150% 0.4500 1481928
150% 0.4500 1479329

Tabla N°11. Resultados de Linealidad del sistema para Tramadol HCI.

RESULTADO Criterio Dictamen
aceptacién
CVy/x 0.39 CV=2% Conforme
bl 3291976.82 b1#0 Conforme
r2 0.9999 rz 20.98 Conforme
IC (31) 3269802.97 no debe incluir | Conforme
3314150.67 el cero
IC (30) -9526.04 debe incluir el | Conforme
4528.75 cero
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Tabla N°12. Resultados de Linealidad del sistema para Dexketoprofeno.

NIVEL mg/mL AREA
50% 0.0500 1249371
50% 0.0500 1250452
50% 0.0500 1279675
80% 0.0800 2001023
80% 0.0800 1992246
80% 0.0800 1985266

100% 0.1000 2481860

100% 0.1000 2464904

100% 0.1000 2490223

120% 0.1200 2978874

120% 0.1200 2978514
120% 0.1200 2996511
150% 0.1500 3739504
150% 0.1500 3716795
150% 0.1500 3738980

Tabla N°13. Resultados de Linealidad del sistema para Dexketoprofeno.

RESULTADO Criterio Dictamen
aceptacion
CVy/x 0.84 CV=2% Conforme
bl 24729674.14 b1#0 Conforme
r2 0.9998 r 20.98 Conforme
IC (1) 24517572.39 no debe incluir | Conforme
24941775.88 el cero
IC (30) -5760.83 debe incluir el Conforme
39052.41 cero

En las Tablas N°10, N°11, N°12 y N°13 se presentan los resultados de la prueba
de Linealidad del sistema, que es la capacidad del instrumento de medicion
(cromatografo liguido de alta eficiencia) de emitir respuestas directamente
proporcionales a la cantidad de analito presente en la muestra.

Los resultados obtenidos se procesaron en el programa Microsoft Excel, para

demostrar el comportamiento lineal sin necesidad de ninguna transformacion
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matematica. El coeficiente de determinacidén obtenido mayor a 0.98 para ambos
principios activos, el coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CVyix)
es menor 2%, las pendientes tienen un valor diferente de cero, el intervalo de
confianza de las pendientes no incluye cero y el intervalo de confianza para los
intercepto si incluye el cero. En conclusion, los valores obtenidos son conforme
ya que son directamente proporcionales a la concentracion del analito en la

muestra, por lo cual la prueba es aceptable. (Ver Anexo N°5).

5.2.6 Exactitud

Se realizd por triplicado en tres niveles de concentracidbn usando placebo
adicionado con el analito, los que se comparan con estandar preparado por
duplicado. Se repitié para cada matriz de excipientes diferente.

Para placebo adicionado con analito se prepar6 por pesadas independientes

la siguiente serie de concentraciones de placebo adicionado con analito por
triplicado: 80%, 100% y 120%.

Para estandar _de referencia se prepardé por pesadas independientes o

diluciones por duplicado para cada serie. Cada serie se analizo en el siguiente
orden: estandar por duplicado, placebo adicionado de menor a mayor

concentracion para evaluar arrastre de muestras.

Tabla N°14. Calculos de porcentaje de Recobro para Tramadol HCI.

mg/mL Lectura mg/mL

NIVEL% Adicionados (Area de pico) | Recuperados ¥6Recobro
SERIE 1 784033 0.241 100.36
SERIE 2 80 0.240 782146 0.240 100.06
SERIE 3 782142 0.240 99.98
SERIE 1 976458 0.300 99.99
SERIE 2 100 0.300 975480 0.300 99.84
SERIE 3 975678 0.299 99.77
SERIE 1 1178400 0.362 100.56
SERIE 2 120 0.36 1170709 0.359 99.85
SERIE 3 1178029 0.361 100.39
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Tabla N°15 Calculos de porcentaje de Recobro para Dexketoprofeno (como
Dexketoprofeno Trometamol)

mg/mL Lectura (Area mg/mL
NIVEL% Adici%nados de pic(o) Recugerados ¥oRecobro
SERIE 1 784033 0.241 100.36
SERIE 2 80 0.240 782146 0.240 100.06
SERIE 3 782142 0.240 99.98
SERIE 1 976458 0.300 99.99
SERIE 2 100 0.300 975480 0.300 99.84
SERIE 3 975678 0.299 99.77
SERIE 1 1178400 0.362 100.56
SERIE 2 120 0.36 1170709 0.359 99.85
SERIE 3 1178029 0.361 100.39

Tabla N°16. Resultados de la prueba de Linealidad del

método para Tramadol

HCI.
RESULTADO Criterio Dictamen
aceptacién
CVy/x 0.28 CV=2% Conforme
bl 1.00531346 b1#0 Conforme
r2 0.99971 rz 20.98 Conforme
IC (31) 0.9899 debe incluir la | Conforme
1.0207 unidad
IC (30) -0.00598 debe incluir el Conforme
0.00339 cero

Tabla N°17. Resultados de

la prueba de Linealidad del

Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno trometamol).

método para

RESULTADO Criterio Dictamen
aceptacion
CVy/x 0.36 CV=2% Conforme
bl 1.013126086 b1#0 Conforme
r2 0.99971 rz 20.98 Conforme
IC (131) 0.9978 debe incluir la | Conforme
1.0285 unidad
IC (R0) -0.00300 debe incluir el | Conforme
0.00011 cero
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En la Tablas N°14 y N°15 presentan los resultados de porcentaje de recobro que,
mediante el calculo del intervalo de confianza de la media poblacional, debe
incluir el 100% de la cantidad adicionada, este valor indica la exactitud, ya que
este parametro demuestra la proximidad entre los resultados obtenidos mediante
un procedimiento analitico respecto a su valor verdadero.

El intervalo de confianza de la media poblacional de esta prueba es de 99.87%
al 100.31% para Tramadol HCl y 99.56% al 100.11% para Dexketoprofeno.

En las Tablas N°16 y N°17 presentan los resultados de la prueba de Linealidad
del método, que es la capacidad del método analitico de emitir resultados de
prueba directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un
intervalo dado.

El coeficiente de determinacién que es mayor a 0.98, la pendiente de la recta es
diferente de cero, el intervalo de confianza de la pendiente de la recta incluye la
unidad, el intervalo de confianza para el intercepto incluye el valor de cero. Por
lo tanto, se cumple el criterio dado ya que el comportamiento es directamente
proporcional entre la concentracion adicionada y la concentracion recuperada.
(Ver Anexo N°5).

5.2.7 Repetibilidad y Precision Intermedia

Se realizé por sextuplicado el andlisis de muestras de producto terminado.

Para las muestras de producto terminado se preparé seis muestras de
producto terminado de un mismo lote, se repite el experimento para las siguientes

condiciones:

Tabla N°18 Distribucion de analisis para precision intermedia

Analista 1 Analista 2

Equipo 1 Equipo 1

Dia 1 Dia 2
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Tabla N°19. Resultados de la prueba de repetibilidad 1 y 2 para Dexketoprofeno
(como Dexketoprofeno) trometamol.

FECHA 25/11/2020 | 26/11/2020
ANALISTA 5 4
EQUIPO | EQCC-047 | EQCC-047
MUESTRA %S/R %S/R
1 103.74 102.21
2 100.97 103.10
3 106.64 102.76
4 102.50 104.70
5 102.90 104.51
6 103.49 104.20
PROMEDIO 103.37 103.58

Tabla N°20. Resultados de prueba de repetibilidad 1 y 2 para Tramadol HCI.

FECHA 25/11/2020 | 26/11/2020
ANALISTA 5 4
EQUIPO | EQCC-047 | EQCC-047
MUESTRA %S/R %S/R
1 97.68 99.42
2 100.87 102.26
3 101.93 101.89
4 102.92 101.96
5 101.41 103.30
6 99.43 103.73
PROMEDIO 100.71 102.10

Tabla N°21. Resultados de la prueba de precision intermedia.

Tramadol HCI Dexketoprofeno
trometamol
Analista 5 4 5 4
Promedio 100.71 102.1 103.37 103.58
Varianza | 3.54465405 | 2.27061116 | 3.52553793 | 1.05746492
f calculado 1.561101304 3.333952604 Fcalc<Ftab Varianzas son
f de tabla 5.050329058 5.050329058 estadisticamente iguales
t calculado 1.411560726 0.236406956 tcal<ttab No hay
diferencia significativa en
t de tabla 2.228138852 2.228138852 los promedios
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El objetivo de realizar esta prueba de precision fue medir la variabilidad o el grado
de dispersion del método de ensayo.

En esta investigacion esta prueba se midié respecto a la repetibilidad, tales
resultados se muestran en las Tablas N°19 y N°20, se estudio la variabilidad del
método efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra en las mismas
condiciones operativas (mismo analista, mismo equipo, mismos reactivos, etc.)
en las mismas instalaciones del laboratorio y precision intermedia tales
resultados se muestran en las Tablas N°21, con la cual se estudio la variabilidad
del método efectuando una serie de andlisis sobre la misma muestra, pero en
condiciones operativas distintas (diferente analista, diferente dia de analisis,
diferentes reactivos, etc.).

Por lo tanto, se afirma que el método es preciso ya que no existe diferencia
significativa entre los resultados obtenidos por un analista y otro. (Ver Anexo
N°5).

5.3 Informe de Validacion

El informe de validacién para la metodologia de cuantificacion de Dexketoprofeno
y Tramadol HCI contenidos en tabletas recubiertas por el método de
cromatografia liquida de alta eficiencia, se redactdé con base al analisis de

resultados obtenidos en el desarrollo de los parametros de la validacion.

En el informe se detalla cada uno de los parametros desarrollados en la
validacion, los resultados obtenidos, los criterios de aceptacion, observaciones,
recomendaciones, conclusiones de la validacion y se redacté un dictamen final

de la validacion de la metodologia
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA

INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25 mg Y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cédigo de Periodo de
Cédigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacién: 00 5gaﬁos ' Pagina 1 de 8
IVMA-CC-001
REALIZO REVISO AUTORIZO

Coordinador de Validaciones
Metodolégicas

Gerente de Garantia de

Jefe de Control de Calidad Calidad

Fecha de emision:

Fecha de reviso: Fecha de vigencia:

PRINCIPIO ACTIVO:

Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno trometamol +
Tramadol HCI

NOMBRE DEL PRODUCTO (S):

Tramadex Tabletas Recubiertas

FORMA FARMACEUTICA:

Tabletas Recubiertas

CONCENTRACION:

25.00 mg de Dexketoprofeno (como Dexketoprofeno
trometamol 36.90 mg)

75.00 mg de Tramadol HCI

EQUIPO:

EQCC-0047

TECNICA ANALITICA:

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

TRAMADOL HCI

RIS Criterio de
de Reportar s Resultado Dictamen
< Aceptacion
Desempefo
Promediode | 97.30% CONFORME
contenido
Condicién Xo=
. Normal 97.30%
Promedio para
Robustez o Vol. _
la condicién inveccion X1 =
normal (Xo)y | ------------- leuL 97.03% CONFORME
con el cambio
_ Vol. _
(X) inyeccion Xz =
0,
21 UL 97.10%
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25 mg Y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Codigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 5 afios ' Pagina 2 de 8
IVMA-CC-001
TRAMADOL HCI
Pardmetros Criterio de
de Reportar - Resultado Dictamen
< Aceptacion
Desempefo
Flujo 1,98 X3 =
mL/min 96.27%
Flujo 2,02 Xa=
mL/min 98.04%
G Xs =
S 97.33%
0 Xe =
42°C 96.95%
Vol.
inyeccion | A1=0.27%
Robustez 190l
Vol. A2=0.20%
Diferencia inyeccion
absoluta de los o 21 uL
valores 2% Flujo 1,98 | A3=1.02% | CONFORME
promedio (Ai) mL/min
Flujo 2,02 | A4=0.74%
mL/min
38°C A5=0.03
42°C A6=0.34
N . . 24 horas a | 24 horas a
Estab!I!dad Diferencia <29% 10°c 220¢ CONEORME
analitica absoluta A= 0.9% A= 2.0%
Degradacion acida
La respuesta Degradacion X0:1.94'99% .
Degradacion basica Xi
Especificidad | ©SSolamente | debe seren =103.96%
. debida al el orden del AP CONFORME
y selectividad . Degradacion térmica
analito 10 al 20% L 0
<2% X||-1Q7.08/o
Degradacion UV Xiii=
103.18%
o Promedio | = -------- 980486.7 CONFORME
Pre<_:|5|on del Desviacion
sistema S B EE 4261.93 CONFORME
estandar
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25 mg Y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cédigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 E?aﬁos ' Pagina 3 de 8
IVMA-CC-001
TRAMADOL HCI
Parametros Criterio de
de Reportar s Resultado Dictamen
o Aceptacion
Desempefio
Coeficiente de <2% 0.43 CONFORME
variacién (CV)
Coeficiente de >0.98
determinacion 7 0.9999 CONFORME
(r2)
Linealidad del | Coeficiente de
sistema variacion de
los factores de <2% 0.39% CONFORME
respuesta
(CV)
Pendiente (b) #0 3291976.82 CONFORME
Intervalo de
confianza de la No debe 3269802.97
. . pendiente incluir el cero 3314150.67 CONFORME
Linealidad
; IC(B1)
del sistema Intervalo de
confianza del Debe incluir -9526.04 CONFORME
. el cero 4528.75
intercepto (a)
Recobro --
Prueba de Gexp=0.836
Cochran Gexp < Guab Gtab= 0.870 CONFORME
Pruebat de texp = 0.962
Student lorp < liab b = 2.3060 CONFORME
. Porcentaje de | g5 _ 19, 100.1% CONFORME
Exactitud recobro
(Recobro, Debe incluir
Prec’lsmn del Intgrvalo de el 100% oel Limite Inferior. = 99.87%
meétodo y confianza de la | promedio del P S
. . ! Limite superior = CONFORME
Linealidad media % de recobro
. . . 100.31%
del método) poblacional se incluya en
el intervalo
Linealidad del método @ | ~ -—--- --
Coeficiente de
determinaciéon >0.98 0.9997 CONFORME
(r2)
Pendiente #0 1.00531346 CONFORME
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25 mg Y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
Cédigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 5 afios ' Pagina 4 de 8

IVMA-CC-001
TRAMADOL HCI
Parametros Criterio de
de Reportar o Resultado Dictamen
o Aceptacion
Desempefio
Intervalo de CONFORME
confianza de | Debe incluir la 0.9899
Exactitud la pendiente unidad 1.0207
(Recobro, IC(BT)
Precision del | MeVal0de 1 phepe incluir el 10.00598 CONFORME
. confianza del
método y ; cero 0.00339
Linealidad del [—Mtercepto (a) __
método) _ Precision
Promedio |  ----------- 100.1% CONFORME
Coef|c_|er_1t,e <29% 0.28% CONFORME
de variacion
Promedio | ------------- 100.71% CONFORME
Desviacion | 188 CONFORME
Repetibilidad estandar '
Coef|c_|er_1t,e <29 1.9% CONFORME
de variacion
N N 100.71% CONFORME
Precision 102.10%
intermedia Coeficiente 1.87%
de variacion <2% 1.48% CONFORME
Prueba de Foo <F Fexp = 1.5611 CONFORME
Precision Fisher exp = Ftab Frab = 5.0503
intermedia Pruebat de fos < t texp = 1.4116 CONFORME
Student exp = fab tiab = 2.2281
Promediode | 103.78% CONFORME
contenido
Condicién Xo=
Normal 103.78%
Promedio Vol. _
Robustez para la inyeccion Xa =
- 103.81%
condicion 19uL
normal Xo)y | Vol. X, = CONFORME
con el inyeccion 21
cambio (Xi) uL 103.71%
Flujo 1,98 X3 =
mL/min 103.24%
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25 mg Y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cédigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 E?aﬁos ' Pagina 5 de 8
IVMA-CC-001
DEXKETOPROFENO TROMETAMOL
Parametros~ o Reportar CEAE .d,e Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacion
Flujo 2,02 Xa =
mL/min 104.83%
Xs =
(o]
38°C 103.74%
X6 =
[o]
42°C 103.65%
iny?e/gclzlién A1=
0,
19ul. 0.02%
Vol. A2=
Robustez inyeccion 21 0.07%
Diferencia uL
absoluta de o Flujo 1,98 A3=
los valores 2% mL/min 0.54% CONFORME
promedio (Ai) Flujo 2,02 A=
mL/min 1.02%
A5=
(o]
38°C 0.04%
AB=
[o]
42°c 0.13%
N . . 24 horas a 24 horas
el | Dl | | L a2 | covvonue
A=1.0% A=1.8%
Degradacion acida
La respuesta | Degradacion X0=103.94%
| P d bg | Degradacion basica Xi
Especificidad/ | ©3 3'amente | ceoe ser en e =103.31%
L debida al orden del 10 al T CONFORME
selectividad . Degradacion térmica
analito 20% L 0
<29, X||-1Q7.19/o
Degradacion UV Xiii=
92.05%
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25 mg Y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cédigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 E?aﬁos ' Pagina 6 de 8
IVMA-CC-001
DEXKETOPROFENO TROMETAMOL
Parametros Criterio de
de Reportar t Resultado Dictamen
~ Aceptacion
Desempefio
Precision del Promedio | = ----—--—-- 2472900.7 CONFORME
sistema DeS\{laC|on __________ 9989 90 CONFORME
estandar
Coeficiente CONFORME
de variacion <2% 0.40
(CV)
Coeficiente CONFORME
de =0.98 0.9998
determinacio
n (r?)
Coeficiente CONFORME
de variacion
de los <2% 0.84%
factores de
Linealidad del respuesta
sistema (CV)
Pendiente (b) #0 24729674.14 CONFORME
Intervalo de CONFORME
confianza de No debe 24517572.39
la pendiente incluir el cero 24941775.88
IC(B1)
anervalo d¢ | Debe incluir el 5760.83 CONFORME
cero 39052.41

intercepto (a)
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25 mg Y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cédigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 E?aﬁos ' Pagina 7 de 8
IVMA-CC-001
DEXKETOPROFENO TROMETAMOL
Parametros Criterio de
de Reportar Aceptacion Resultado Dictamen
Desempefio P
Recobro --
Prueba de Gexp=0.515
Cochran Gexp < Grab Gtab= 0.870 CONFORME
Pruebat de texp = 1.363
Student loxp < et i = 2.3060 CONFORME
g:rr%ecrgsg 98 — 102% 99.8% CONFORME
Debe incluir el
0,
Exactitud Cl(r;tneﬁr;/ra]ﬂzc;%z rlo?r?e/odi?) ?jlel Limite Inferior. = 99.56%
(Recobro, . p Limite superior = CONFORME
la media % de recobro
Precision del : o ¢ 100.11%
. poblacional se incluya en
método y el intervalo
Linealidad del - - ,
. Linealidad del método | - --
método) —
Coeficiente
deterfneinacié >0.98 0.9997 CONFORME
n (r?)
Pendiente #0 1.0131261 CONFORME
Intervalo de
confianza de | Debe incluir la _
la pendiente unidad IC(B1) =0.9978 - 1.0285 | CONFORME
IC(B1)
Intervalo de . .
Exactitud | confianza del | D€P€ Incluir el 6000032)0101 CONFORME
(Recobro, intercepto (a) cero '
Precision del Precision _
Lirggg}i(:jda?j):jel Promedio |  -----m-m-m- 99.8% CONFORME
4 ici CONFORME
metodo) | Coetoee | =2




103

INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25 mg Y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Codigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 E?aﬁos ' Pagina 8 de 8
IVMA-CC-001
DEXKETOPROFENO TROMETAMOL
PEETIEES Criterio de
de Reportar Aceptacion Resultado Dictamen
Desempefio P
Promedio |  ---------m--- 103.37% CONFORME
Desviacion | 188 CONFORME
Repetibilidad estandar '
Coeficiente <09, 1.82% CONFORME
de variacion =er :
promedio | ceoceeeeee 103.37% CONFORME
103.58%
L Coeficiente <09, 1.82% CONFORME
irFl)trngr:igina de variacion =e7o 0.99%
Prueba de Foo<F Fexp = 3.3340 CONFORME
Fisher oxp = T Fab = 5.0503
Pruebat de fors < texp = 0.2634 CONFORME
Student oxp = Hab tiab = 2.2281

OBSERVACIONES:

1. Enla prueba de estabilidad en la muestra almacenada a temperatura ambiente por 24

horas se obtuvo una diferencia de 2% para Tramadol HCl y 1.8% para

Dexketoprofeno.
2. Enla prueba de Selectividad se obtuvo una diferencia del 11.24% en la muestra de
placebo adicionado mas degradacion UV.

CONCLUSIONES

1. La cuantificacién de Tramadol HCl y Dexketoprofeno debe realizarse en las primeras
12 horas después de la preparacion.
2. Proteger de la luz UV los principios activos Tramadol HCI y Dexketoprofeno en el
momento de la preparacién y analisis de los mismos.

DICTAMEN:

El método propuesto cumple los criterios de robustez, estabilidad, selectividad, exactitud,
linealidad, repetibilidad y precision intermedia. Por tanto, se declara VALIDADO el método
analitico para cuantificacién de Tramadol HCI y Dexketoprofeno por Cromatografia liquida de

alta eficiencia.




CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

1. La validacidon demuestra que el método analitico que cuantifica los
principios activos Dexketoprofeno y Tramadol HCI en tabletas recubiertas
por cromatografia liquida de alta eficacia, es exacto ya que los porcentajes

de recobro se mantienen dentro de la especificacion del 98.0% al 102.0%.

2. El equipo de cromatografia liquida de alta eficacia utilizado en la validacion
de la metodologia analitica se encuentra en 6ptimas condiciones ya que
en la evaluacion de la precision del sistema se reportan coeficientes de
variacion de areas de 0.43% para el Dexketoprofeno y 0.40% para el
Tramadol HCI los cuales cumplen con la especificacion de ser menor o

igual a 2% para las areas.

3. Los resultados obtenidos a partir del desarrollo de los parametro de
desempefio para la cuantificacion de Dexketoprofeno y Tramadol HCI
contenidos en tabletas recubiertas por cromatografia liquida de alta
eficacia, permiten concluir que el método es robusto, selectivo, exacto,
lineal y preciso. Por lo tanto, el método analitico demostr6 ser el idoneo

para el proposito que fue disefiado.

4. La redaccion del informe final conduce a la generacién del dictamen final
para esta investigacion, indicandose que el método es valido para la
cuantificacion de Dexketoprofeno y Tramadol HCI contenidos en tabletas
recubiertas por cromatografia liquida de alta eficiencia y por tanto con la
metodologia analitica validada el laboratorio farmacéutico da
cumplimiento a uno de los requerimientos exigidos por el ente regulador

nacional.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0RECOMENDACIONES

1. Estudios adicionales a esta investigacion podrian orientados a estudiar los
pardmetros de especificidad y selectividad usando compuestos
relacionados USP, ya que en esta investigacion se realizé partiendo de la

degradacion del placebo y placebo adicionado con analito.

2. Para el personal de andlisis fisicoquimico de producto terminado del
departamento de control de calidad del laboratorio farmacéutico se
recomienda realizar la transferencia tecnoldgica y calificacion técnica al
personal para utilizar la metodologia por cromatografia liquida de alta
eficiencia para la cuantificacion de Dexketoprofeno y Tramadol HCI en

tabletas recubiertas.

3. Elanalista del sector fisicoquimico del &rea de control de calidad que utilice
la metodologia analitica para la cuantificacion de Dexketoprofeno y
Tramadol HCl en tabletas recubiertas, debe controlar el pH y las
proporciones de la fase mévil para obtener la elucion de picos simétricos

y definidos en el cromatograma.

4. El analista del sector fisicoquimico del area de control de calidad que
ejecute la validacion debe de utilizar todo el equipo de proteccién personal
que se incluye dentro del protocolo de validacién para evitar dafios a la

salud y obtener los resultados idoneos.
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GLOSARIO
Analito g: Sustancia contenida en la muestra sometida a analisis.
Blanco g: Muestra preparada para la lectura final pero que no contiene analitos.

Calidad : Naturaleza esencial de un producto y la totalidad de sus atributos y
propiedades, las cuales determinan su idoneidad para los propésitos a los cuales

se destina.

Cromatografia . La cromatografia es un método por el cual las sustancias se
separan mediante un proceso de migracion diferencial en un sistema que consta
de dos fases. Una fase que fluye continuamente en una direccién dada (fase
movil) y otra que permanece fija (fase estacionaria). En estos sistemas los
componentes de una mezcla pueden presentar diferentes movilidades debido a
diferencias en la capacidad de adsorcién, particion, solubilidad, presién de vapor,

tamarfio molecular o carga.

DNM (). Es la autoridad sanitaria competente para autorizaciéon de la inscripcion,
importacion, fabricacion, control de precios, control de la cadena de distribucién,
hasta el expendio al consumidor final de los medicamentos y productos afines.
(Direccion Nacional de Medicamentos).

Especificidad (: Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta

debida Unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

Exactitud : Expresa la proximidad entre el valor que es aceptado
convencionalmente como valor verdadero, valor nominal, teérico o un valor de
referencia y el valor encontrado experimentalmente. Capacidad del método
analitico para proporcionar resultados mas cercanos posibles al valor teérico o

nominal.



Forma farmacéuticaq): Es la forma fisica que se le da a un medicamento, la cual
facilita la dosificacién del o de los principios activos para que puedan ejercer su

accion en el lugar y tiempo.

HPLC : Cromatografia liquida de alta presion o de alta eficacia cuando se
emplean particulas de fase estacionaria muy pequefias y una presion de entrada
relativamente alta. (HPLC, High Pressure Liquid Chromatography / High

Performance Liquid Chromatography).

Intervalo g: Diferencia en magnitud entre la mayor y menor concentracion de
analito que puede determinarse satisfactoriamente con adecuada linealidad,

exactitud y precision.

Limite de cuantificacién ). Cantidad mas pequefa del analito en una muestra
gue puede ser cuantitativamente determinada con exactitud aceptable. Es un
pardmetro del andlisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices
de muestra y se usa particularmente para impurezas y productos de degradacion.

Se expresa como concentracion del analito.

Limite de deteccion : Cantidad mas pequefia de analito en una muestra que
puede ser detectada por una Unica medicion, con un nivel de confianza
determinado, pero no necesariamente cuantificada con un valor exacto. Es

comunmente expresado como concentracion del analito.

Linealidad 4s: Define la habilidad del método para obtener resultados de la

prueba proporcionales a la concentracion del analito.

Método analitico : Adaptacion especifica de una técnica analitica para un
@
propésito de medicion seleccionado, en la cual se identifican los recursos

materiales y el procedimiento.

Muestra qq: Parte o porcion finita representativa de un material, un lote de

produccion o de medicamentos almacenados, transportados 0 en uso que se



someten a analisis a efecto de verificar las caracteristicas de calidad o su

adecuacion para el uso.

Medicamento u;): Sustancia simple o compuesta, natural, sintética, o0 mezcla de
ellas, con forma farmacéutica definida, empleada para diagnosticar, tratar,

prevenir enfermedades o modificar una funcion fisiolégica de los seres humanos.

Polifarmaco us: Es un medicamento que incluye dos o mas elementos y sus

efectos de sinergia tienen accion en el organismo.

Precisidn q): Expresa la cercania de coincidencia (grado de dispersion) entre una
serie de mediciones obtenidas de mdultiples muestreos de una misma muestra
homogénea bajo condiciones establecidas. Puede considerarse a tres niveles:
repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad. Debe determinarse
utilizando muestras originales y homogéneas. Sin embargo, si no es posible
obtener una muestra homogénea puede ser determinada usando muestras

preparadas o una disolucién de la muestra.

Principio activo aus: Ingrediente activo o molécula que se incluye en un
determinado medicamento y que confiere propiedades para tratar o prevenir una

o varias enfermedades especificas.

Procedimiento analitico ): Descripcion detallada de los pasos necesarios para

aplicar un método.

Procedimiento analitico oficial : Descripcion detallada de los pasos
necesarios para aplicar un método analitico estandarizado y validado contenido
en las bibliografias de referencias oficiales, segun listado armonizado por los

paises de la region centroamericana.

Procedimiento analitico no oficial ¢: Descripcion detallada de los pasos
necesarios para aplicar un método analitico desarrollado por el fabricante para la

verificacion de la calidad de su producto.



RTCA 0. Reglamento Técnico Centroamericano.

Repetibilidad ¢ Precision en condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones
segun las cuales los resultados independientes de una prueba se obtienen con
el mismo método, sobre objetos de prueba idénticos, en el mismo laboratorio, por
el mismo operador, usando el mismo equipo y dentro de intervalos de tiempo

cortos.

Reproducibilidad «¢: Precision bajo condiciones de reproducibilidad, es decir,
condiciones segun las cuales los resultados de prueba se obtienen con el mismo
método, sobre objetos de prueba idénticos, en diferentes laboratorios, por

diferentes operadores, usando diferentes equipos.

Robustez 4s9: Medida de la capacidad de un procedimiento analitico de
permanecer inafectado por pequefias pero deliberadas variaciones en los
pardmetros del método y provee una indicacion de su fiabilidad en condiciones

de uso normales.

Selectividad @: Describe la habilidad de un procedimiento analitico para
diferenciar entre varias sustancias en la muestra y es aplicable a métodos en los
gue dos o0 mas componentes son separados y cuantificados en una matriz

compleja.

Validacion g6 Confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos para una utilizacién o aplicacién especifica

prevista.

Validacion de un procedimiento analitico : Procedimiento para establecer por
medio de estudios de laboratorio una base de datos que demuestren
cientificamente que un método analitico tiene las caracteristicas de desempeiio
gue son adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas

pretendidas. Implica la demostracion de la determinacién de las fuentes de



variabilidad y del error sistematico y al azar de un procedimiento, no solo dentro

de la calibracion sino en el analisis de muestras reales.
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IMAGENES DEL EQUIPO HPLC



ANEXO N°1 IMAGENES DEL EQUIPO HPLC

Equipo de Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (HPLC por sus siglas en inglés) marca
SHIMADZU modelo LC-2030.

Reservorios para solventes calidad HPLC y
Fase movil.



Columnas cromatogréficas.

Rack y viales HPLC.



ANEXO N°2
FORMATOS DE HOJAS DE CALCULOS



ROBUSTEZ

Cadigo: R-0219 |Edicign: o0 Referencia: PEQ-CC-0065
NOMEBERE DEL PRODUCTO/MP 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABL
AMALITO TRAMADOL CLORHIDRATO
TECMICA HPLC
PRUEBA VALORACION DE CONTEMNIDO
EQUIPD EQCC-047
FECHA 28/9,2021

[ MUESTRAS: PRODUCTO TERMINADO|

REPORTAR %
CONDICION DIFERENTE
REPLICA NORMAL WOLUMERN WOLUMERN FLLLID
INTECCION INTECCION | AURENTADOD
21ul 13ul 2,02 mLimin
1 97.14 97.04 96.96 98.06
2 97.52 97.11 96.86 97.99
3 9723 97.13 97 .26 98.05
FROMEDIC 97.30 Sl 5#03 98.04
D5 020 i) =l 0.04
C\'# 0.21 (.05 (.21 0.0
DIFEREMCIA) 0.20 0.27 0.74
RESULTADO <2% <2% <2%
DICTAMEN | CUMFLE CUMPLE CUMPLE

CRITERIO: | 2]

CRITERIO DE ACEPTACION:

22% métodos cromatografia y volumetricos
<3% metodos guimicos y espectrofotometricos

INuta: Solo se pueden editar los cuadros en color azul. I

Figura N°3 Formato de hoja de céalculo para validacién: Prueba de Robustez.



ESTABILIDAD

Cddigo: B-0213 |Ediciér: 00 Referencia: PEO-CC-0065
NOMEBRE DEL PRODUCTOIMP MO =5mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETH
ANALITD TRAMADOL CLORHIDRATO
TECHICA HFLC
PRUEBA WL ORACION DE COMTENIDO
EQUIPD EQCC-047
FECHA 232021

|MUESTRAS: PRODUCTO TERMINADO

REPORTAR =
TIEMPO OE ALMACERAMIEMTO (24 HORAS)
REPLICA IMICIAL | 24 horas 2 10'0 24 horas a 22 MIA
1 101.03 10201 33.03 MG,
2 1071.00 10202 33.00 MIA
3 101,21 10200 99,22 MIA
PROMEDIO 101.08 1020 33.03 OO
0s 0.1z 0.01 0.1z Q.00
Chs 0.1z 0.01 012 #0O\N0!
DOIFEREMCIAy 0.4 2.0 OO
RESULTAD] <225 {25 #O
OICTAMEN [CUMPLE CUMPLE #OIO!
CRITERID CE ACEPTACICTRM:
Oiferencia abzaluta < 2%

IHuta: Solo se pueden editar los cuadros en color azul. I

Figura N°4 Formato de hoja de calculo para validacion: Prueba de Estabilidad



SELECTIVIDAD

Codigo: R-0213

| Edicidr: 00O

Referencia: PEO-CC-0065

NOMEBRE DEL PRODUCTOIMPESmg + TRAMADOL HCL 7S mg TAE]
ANALITO TRAMADDOL CLORHIDEATO
TECHNICA HPLC

PRUEEBA WVALORACION DE COMNTEMNIDD
EQUIPO EQCC-047

FECHA 232021

|MUESTRAS: PLACEBO ¥ PLACEBO ADICIONADO

REPORTAR X Diferencia
FLACEED + FLACEED + FLACEED +
REFLICA FLACEECD |pEGRADACION| DEGRADATION | DEGRADACION | FLACEED + LY
ACIDA EASICS TERMICS
1 0.0 0.a0 0.o0 0.0 0.00
z 0,00 0.a0 0,00 0.0 0.a0
PROMEDIC 0,00 0,00 0.00 0,00 0.00
Oiferencia 0.00 0.00 0.00 0.00
OICTAMER| cCURMFLE CUMPLE CUMFLE CUMFLE
REPORTAR X Diferencia
racesl | Boigremengelmceronanos [Ehoronana | PLAYEES
REFLICA ADICIOHADGD | DEGR&GACIOH | DEGHSEACIOH | DEGRADACION Anlc'f:'“":”
aciDe Emsica TERMICS
1 10372 104,36 103,34 107.03 103,13
2 10375 105,035 103,35 107.07 103,17
FPROMEDIO)] 103.74 104.33 103.96 107.03 103,13
Diferencia 1.26 022 3.34 055
OICTAMEM | pEGRADACION GUMFLE MO GUMFLE GUMFLE
CRITERIO DE ACERPTACITRM: I
CRITERIO DOE ACERPTACICRM:
=22 méetodos cromatogralia v walumétricos
=32 metodos quimicos v espectrofotométricos

Figura N°5 Formato de hoja de calculo para validacion: Prueba de Selectividad.




FPRECISION DEL SISTEMA

[

Lodigoe: R-LUETA I Edicion: L Feterencia: FEL-CL-UHES
NOMERE DEL PRODUCTOMIHEMg « TREAMADODL HCL 75 mg TAH
ANALITO TRAMADOL CLORHIDRATO
TECHNICA HFLC
PRUEEA VaLORACION DE COMTEMIDC
EQUIFDO EQICC-047
FECHA 2rraE0

|MUESTRAS: ESTANDAR |
FUMTOS DE CURYAS ESTANDAR
ESTAMNDARI ESTAMDAR 2 ESTAMDAR 2
n i n s “ s
REPLICA mafmL AREA C::::::ir::i Yalar leckura Cur-:i::tr-\: Yalarleckura
1 0.3 Srgdad [ Mt Ti 2 (LA
2 0.3 973707 I [t hiA Pl
3 0.3 SE8VER [ Mt Ti 2 (LA
4 0.3 973745 I [t hiA Pl
7 0. Sragds [t Mt Tui 2 (LA
g 0.3 97643 [ IFa i, IiA Pi
FROMEDI]  f204367 |PROMEDI]  #D0i0l [FROMEDY  $#Diyw 0l
0s 4261.93| 05 ojos 1
CY 0.43[CY HOM ) CY H#OIW 0!
RESULTAL <2 BESULTAL] #OMwi!l |RESULTAL #Dlvill
DICTAMEM CUMPLE OICTAMEM  #OPWI JQICTAME #OIW0!

CRITERIO OE ACERTALC 2

EICY ez 2% para metodos
cromatogrificos y valumétricos
Y3 metodos fisicoquimicos y

espectrafotométricos

|Mota: Solo se pueden editar los cuadros en color azul.

Figura N°6 Formato de hoja de célculo para validacién: Precision del sistema.



LINEALIDAD DEL S5ISTEMA

Codigo: B-0213 | Edicicn: 00 Referencia; PEQ-CC-0065
NOMBRE DEL PRODUCTO!MP hq « TRAMADOL HEL 75 mg T4
ANALITO TRAMADOL CLORHIDEATO)
TECHICA HPLC
PRUEBA pALORACION DE COMTEMNIDH
EQUIPD ECICC-047
FECHA 220

[AODESTRAS: ESTAHDAR
HUHEER:® HIVEL mataml WRERA
1 50 10,1500 GEL
c S0 10,1500 49401z
3 S 0. 1500 d932E3
q &0 n.zd0m Tasddz
5 &0 n.zd0m TERIEE
] &0 0n.zd0n THdE15
T Ll 0. E000 SENEND
i 00 0, =000 STH9ER
9 00 0,000 9749115
10 120 0,600 115411
11 120 0,600 TEDETY
1z 120 0.EE00 HaiTie
13 1503 04500 1474355
1d 150 0.d50n0 dsiazs
15 150 0.d500 1479559
Framedia gl RN Famlar de craparala |
FEXIT_FI¥II] RELEENEITE]
CTF N ITERATE
1] 323137602 pradicai- |
L TN T T - |
- [ RIL]H Fimirmle do delerminani
- [REITE Fimiemle dr K I
prabakilidada [T
- [H
-z 1
de Lakl
T R |
IC | E1] FZERERZ AT L1y, imlrrmals dr snafianma dr
FFAAISR EET Ml 1 la pradicals
1IC | Ea] =3526 041t imlrraaln dr nnnfismna dr
4528 T43]4 1, la mrdwnads
Eamge Limeal [ R ] . u_axm | myial
LINEALIDAD DEL SISTEMA |

Figura N°7 Formato de hoja de calculo para validacion: Linealidad de sistema.



LINEALIDAD DEL SISTEMA

Codigo: B-0213 | Edicicn: () Referencia; FEQ-CC-00E5
Fladal % ¥ o] . v
12354101 1151 11420500 FAREE A L1235 FLCER e E A )
12141010 1151 114145.10 FLEIERH L1235 LR TEERITN ]
12001511 1151 11132510 FEELEEH L1235 HIIENIZININA
LE B | [ 11 ELLLLFA ] 11322600 LESPE [TRI11E b 11H |
e [ 11 TIEIZL NN R LB M) LESPE [RIERILTI LN ]
EH TR L2141 fHELI 1I0307.E0 LISTE E1SECHEINEES.N
IZENEEE.7 [ A11] JNRERL. 0D 24In.I [ AL AE4STEIRNNNND
I2EEEIN.N 1.101 EREELIA L] 21711510 1.1 SENITISENAE.D
12EAME.T 1.101 EEERREA 1] 233734.50 1.1 JERECE{NN2IL.0
EHEETA 1.3C1 111413110 AZE20T. 1K 1.129E AAIEEIRS4EAD
127550 1.3C1 111127100 A4 30044 1.129E REEELH HEE RN |
1140505 1.3C1 1134702.10 129041.52 1.129E REE EEEEEEATLN |
1205211 1451 147115500 (11141 A4 L2025 21035 1350ENRE.0
12111713 1451 141132000 (1111181} L2025 21IE110537404.10
1 [ A H | 147197510 EESEIN.ES LIRS PRLICEEETFLEN |
FROH 2N SUHATSEIA .50 MIEHENT LECICET B H 1.50EE 1R 147 IR RSN
FROHEDIO [ K111
Cw - -
Tan TR EEINLTAERS emrplasi dimlamrs
Tu (111 C¥« 1.11 CT5Z & 1T cample
Ty 7 PEAE AN -] 121437602 LN cample
1 al* HEH] " 11111 » - 2030 cample
rut 1.5 12EINN2.7
IC [ 81) '
(KX ERLELRLIE L M A | 111445067
Lt . 526
_1 1ES347 PR Ic [ nn] .
1=l LI L1111
sk A0EEE91TaE ST
S FEBL.IEHEEE £2% métodos cromatografia g volumeétricos
£3% métodos quimicos y espectrafotométricos
[Hota: Solo se pueden editar los cuadios en color azul.
Firma
Fecha
AMALIZO VERIFICO AUTO
Funci Coordinador de Coordinador de Jefatura de Conkrol
uncion . . )
Walidaciones Control de Calidad de Calidad

Figura N°7 Continuacion.



CALCULOS DEL RECOBRO

Cadigo: B-0213 IEdic:ic'nn: oo Referencia: PEO-CC-00G65
NOMERE DEL PRODUCTJOFEND ZSmg + TRAMADOL HEL 75 mg TABLETAS H
ANALITO TRAMADOL CLORHIODRATO
TECHICA HPLC
PRUEBA YaALORACIOM OE COMTEMIDO
EQUIFDO EQCC-047
FECHA ZRalz021

|MUESTRAS: ESTANDAR v PLACEBO ADICIONADO

ESTAHDARES AREA FROHEDID
SERIE 1 ATETZZ
STTZS4 EREERE
SERIE 2 STTARF
SATETIS EREERE
STTIZE
SERIE 3
STEENA EEEERE
HUESTRAS
mmtra
adicimnudm Rac | d= = R
T
MHIYELX -yl AREA AmiAest| mefml |=ntra EL
SERIE 1 E1] L ] THAMFF EREENS | Bz 03 108 36
SERIE & TEZ14E NSt | e zaw 0.1 108 6
SERIE ¥ THZ14Z TIIEZT | B ZAR H_ A_NE
SERIE 1 1" [T ATEASE Aassds | B Tee T (TR T]
SERIE & STEAER AR | TR [T [T
SERIE ¥ STEETE AITTIZ | w298 LT *_TT
SERIE 1 128 "I TTEA0R 1. 286745 | W 362 1287 108_56
SERIE & TETEY 11187 ._35% 1153 LT ]
SERIE ¥ TMTENZY 1. ZAEST ._F61 1285 108_39
Rec= myg recobrados
=R= > recobros

Figura N°8 Formato de hoja de céalculo para validacién: Prueba de Exactitud



PRECISION DEL METODO
Cadiga: B-0213 | Ediciar: 00 Referencia: PEQ-CC-0065

NOMERE DEL PRODUCTO!MP g + TRAMADCOL HEL 7S mg T]
ANALITO TRAMADOL CLORHIORATO
TECHICA HPLC

PRUEEA L'ALORACION DE COMTEMID
EQUIPD EQCC-047

FECHA 272021

|MUESTRAS: ESTANDAR Y PLACEBD ADICIONADOD

% Teorico % Encontrado Promedio] OS5 Warianza
Sin1 &0 E0.z3ede | E00EI0EE | Tessrizde i1 [RLEH 06D
Sin 2 00 ELEL] 49,34 G977 99.37 LRLES] LRI
Sin 3 120 12067 QIR 120,47 2032 11,4453 PRCEY
Gexp X 51 GexpiGtab
Gitab g EL FACTOR COMCENTRACION HO IHFLUTE EH LA
i 3 FARIAEILIDAD DE LOS RESULTADDS
¥ Teorico * Recuperacion
Sin1 an 00,36 100.08 93.92
Sin 2 00 99.99 99.84 9377
Sin 3 120 0056 99.85 00,39
tenp AEE Promedio 1001
P s 0s 0.28065
n LX) cv 0.2a
n-1 (X C¥:2
b kab{P=0.05] Z 30k FREGISION CUMFLE
taxpcttab

HO EXZISTE DIFEREHCIA SIGHIFICATITA
EHTRE LA RECUPERACIOH HEDIA T 198
SE COHFIRHA LA EVEHA EXACTITUD DEL
HETODO

Figura N°9 Formato de hoja de céalculo para validacion: Precision del método



| PRECISION INTERMEDIA |

| Cédige: B-0213 | Edicidn: 00 Feferencia: PEQ-CC-00ES |
[NOMBRE DELC PROOOCTOMF [Z5mg + TRAMA00C ACE 7S mg 1R8]
ANALITO TRAMADOL CLORHDRATO
TECHICA HFLC
PRUEEA WALORACION DE COMNTEMNIDC
|HUE5TFH\5: PRODUCTO TERMINADO
FECHA, 2e9i2021 290942021
ARALISTA 5 4
EGIUIFD EQCC-047 | EQCC-047
MLESTRA
1 9768 9942
2 100.87 10226
3 101.92 101.83
4 10292 101.96
5 101.41 10330
E 99.43 10373
| PEOREDIO 100.71 10210
| PRI 5] AV.ES 9942
[, ) 5] 102.92 10373
DS 1.88 1.51
Ched 1.87 142
Warianza .54 227
FROMEDIC 101.40
SO i
Ched K
B 2.1
CRITERIO rezultado |
Fral:Frab F-cal | 1.56 FcalccFrab
rariamzas som estadisticamente
t-cal [ 141 [ tcalcttab
teal<ttab b hay diferencia entre los promedi
[ s L] n -1
n -1 5 10 n-2

SiF-Cal g F5 cwarisnzer ram srtadirticoments igualer

-Gl = 223 cmm hay difsrsncia riquificative s lur promsdinr

|Mota: Solo se pueden editar los cuadros en color azul.

Firma
Fecha
AMNALISTA WERIFIZDO AUTORIED
F . Coordinadar de Coordinadar de Jefatura de Contral de
Hnsian Walidaciones Contral de Calidad Calidad

Figura N°10 Formato de hoja de calculo para validacion: Precision intermedia



ANEXO N°3
FORMATO DE PROTOCOLO DE VALIDACION



ANEXO N°3. FORMATO DE PROTOCOLO DE VALIDACION.

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Edicion: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 00 1de6
REALIZO REVISO AUTORIZO
Quimico Analista Coordinador de}Vglldamones Jefe de Control de Calidad
Metodolégicas
Fecha de emision: Fecha: Fecha de vigencia:
1.0 OBJETIVO:

Se detalla el propdsito del protocolo.

2.0 AMBITO DE APLICACION:
Se delimita el area de aplicacion

3.0 RESPONSABLES Y FUNCIONES:
Se detalla quienes son las personas involucradas en la ejecucién, verificacion y
aprobacion del protocolo.

4.0 PROCEDIMIENTOS (METODOLOGIA ANALITICA):

4.1 INTRODUCCION
En esta parte se detalla informacién general del principio activo a evaluar.

4.2 JUSTIFICACION:
En esta parte se detalla por qué se va a realizar la validacion del principio activo

4.3 MEDIDAS DE SEGURIDAD:

Se detalla los solventes que representan un riesgo al momento de manipularlos,
los equipos de proteccion que se necesitan para manipularlo y los dafios a la
salud que pueden generar.

4.4 CALIFICACIONES:
En esta tabla se detallan todos los equipos calificables utilizados en la validacion.



PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Edicion: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 00 2de6
Nombre del equipo Marca Cdédigo Calificacion Informe

4.5 CALIBRACIONES:
En esta tabla se detallan todos los equipos calibrados utilizados en la
validacion.

Nombre del equipo Marca Caédigo Calibracion Informe

4.6 ESPECIFICACION:
En esta tabla se detalla el criterio de aceptacién para el principio activo que se va

a evaluar. La especificacion se define de acuerdo a monografias oficiales.
NOMBRE CRITERIO DE ACEPTACION

Principio activo No menos de 90.0% y no mas de 110.0% de principio activo

4.7 METODO DE ANALISIS A VALIDAR:
Se detalla el método a utilizar para el andlisis del principio activo.

4.8 PRINCIPIO ACTIVO Y CONCENTRACION:
Se detalla forma farmacéutica, el principio activo y la concentracion del activo.
Ejemplo:



PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Edicion: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 00 3de 6

Cada tableta recubierta contiene:
Tramadol HCI...... ..o 75.00 mg
Dexketoprofeno.........ccooooiiiiiiiiii 25.00 mg
(Equivalente a 36.90 mg de Dexketoprofeno Trometamol).

4.9 EQUIPOS:
En esta tabla se detalla los equipos utilizados en la validacién

Nombre del equipo Marca Cdédigo

4.10 CRISTALERIA Y MATERIALES:
Se detalla toda la cristaleria con su capacidad y materiales que se van a utilizar
en el analisis y procesamiento de las muestras.

4.11 REACTIVOS:
Se detalla todos los solventes a utilizar en todo el proceso de la validacion.

4.12 METODO DE CUANTIFICACION
En esta seccién se detalla las especificaciones del método, parametros del
equipo a utilizar, preparacion de solventes, preparacion de fases moéviles, y
preparacion de muestras y estandares.

5.0 PARAMETROS A EVALUAR:

En esta seccion se detalla los parametros especificos que deben cumplir una
validacion.




PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cadigo:
PVA-CC-001

Cédigo de validacion:
VMA-CC-001

Edicion:
00

Edicion: Péagina:
00 4de 6

RESUMEN DE PARAMETROS A EVALUAR Y CRITERIOS DE ACEPTACION

METODOS FISICOQUIMICOS

Parametros de
Desempefio

Reportar

Criterio de Aceptacion

Robustez

Promedio de contenido

Promedio para la condicion
normal (Xo) y con el cambio (X;)

Diferencia absoluta de los
valores promedio (A)

<2%

Estabilidad analitica

Diferencia absoluta

2%

Respuesta después de aplicar el

Larespuesta es

Especificidad/selectividad meétodo solamente debida al

analito

Promedio | -
Precision del sistema Desviacion estandar | -

Coeficiente de variacion (CV) <2%

Coeficiente de determinacidn (r?) 20.98

Coeficiente de variacién de los <3%

factores de respuesta (CV)
Pendiente (b) #0

Linealidad del sistema

Intervalo de confianza de la
pendiente IC(B1)

No debe incluir el cero

Intervalo de confianza del
intercepto (a)

Debe incluir el cero

Exactitud

Recobro
Prueba de Cochran Gexp — Gtap
Pruebat de Student texp — ttab
Porcentaje de recobro 98 — 102%

Intervalo de confianza de la
media poblacional

Debe incluir el 100% o

el promedio del % de

recobro se incluya en
el intervalo

Linealidad del método

Coeficiente de determinacion (r?) |

20.98




PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Edicion: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 00 5de6
Parametros de Criterio de

- Reportar .
Desempefio Aceptacion
Pendiente #0
Intervalo de confianza de la Debe incluir la unidad
pendiente IC(B1)
. Intervalo de confianza del Debe incluir el cero
Exactitud .
intercepto (a)
Precisién
Promedio | = o
Coeficiente de variacién <2%
Promedio | = s
Repetibilidad Desviacion estandar | —emeeeeeeeee-
Coeficiente de variacion <2%
Promedio | e
Precisién intermedia Coeficiente de variacién <2%
Prueba de Fisher Fexp — Frab
Pruebat de Student texp — ttap
6.0 MUESTRAS
Se Incluye el detalle de la formulacién
>
Cdédigo de cada Descripcién Cantidad Unidad
materia prima
XXXXXXXX Principio activo XX. XX g
XXXXXXXX Principio activo XX. XX g

EXCIPIENTES CANTIDAD SUFICIENTE PARA CANTIDADES PARA 100 g

7.0 PROCEDIMIENTO:
En esta seccion se describe paso a paso cada uno de los parametros a evaluar
en validacion.

7.1Robustez



PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS
VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg y TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
Cadigo: Cédigo de validacion: Edicion: Edicion: Péagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 00 6 deb6

7.2Estabilidad

7.3Especificidad/Selectividad

7.4Precision del sistema

7.5Linealidad del sistema

7.6 Exactitud del método (Recobro, Precisién y Linealidad)

7.7 Repetibilidad y Precisiéon Intermedia

8.0 CONTROL DE CAMBIOS:
En esta seccion se detalla los cambios que se realizan al protocolo desde la
fecha de creacion hasta la ultima modificacion.

- No. DE NOMBRE DEL
MOEDDIIIEIIC?AND A DESCRIPCION | EDICION RESPONSABLE Mggﬁi';;g%,\l
NUEVA DEL CAMBIO
EDICION
N/A INIGIAL 00 DD-MM-AAAA

9.0 BIBLIOGRAFIA:
En esta seccion se detalla toda la bibliografia utilizada para la validacion.

10.0 ANEXOS:

Anexar las hojas de trabajo y las hojas de calculo de todas las pruebas ejecutadas
en la validacion.




ANEXO N°4

FORMATO DE INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS
ANALITICAS



FORMATO DE INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS
ANALITICAS

INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cédigo de Periodo de
Cédigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacién: 00 5gaﬁos ' Pagina 1l de 5
IVMA-CC-001
REALIZO REVISO AUTORIZO

Coordinador de Validaciones Jefe de Control de Gerente de Garantia de

Metodolégicas

Calidad

Calidad

Fecha de emision:

Fecha:

Fecha de vigencia:

PRINCIPIO ACTIVO:

NOMBRE DEL PRODUCTO (S):

FORMA FARMACEUTICA:

CONCENTRACION:

EQUIPO:

TECNICA ANALITICA: Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

PRINCIPIO ACTIVO

RIS EE Criterio de
de Reportar o Resultado Dictamen
o Aceptacion
Desempefio
Promedio de
contenido |
Condicién Normal Xo=
Promedio —
Robustez para la VOI.' Inyec_uon X1 =
condicion disminuido
normal (Xo) Vol. inyeccién _
y conel aumentado Xz =
cambio (Xi)
Flujo disminuido X3 =




INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Codigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 5 afios ' Pagina2de5
IVMA-CC-001

TRAMADOL/ DEXKETOPROFENO (COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL)

FENETEns Criterio de
de Reportar y Resultado Dictamen
< Aceptacion
Desempefo
Flujo aumentado Xa =
Temperatura Xs =
disminuida >~
Temperatura _
X6 =
aumentada
Vol. Inyeccién
disminuido A1=
Vol. inyeccion A2=
. . aumentado
Diferencia
absoluta de Flujo disminuido A3=
los valores <2%
promedio Flujo aumentado Ad=
A.
(A9 Temperatura A5=
disminuida
Temperatura A6=
aumentada
24 horas a
Estabilidad Diferencia 24 horas a 5°c 22%
o <2%
analitica absoluta
A=% A= %
La Ny
ificidad/ respuesta 32%?22?;? Degradacion acida X0=
Especificida es Degradacion basica Xi =
selectividad solamente eigr;e;og/el Degradacion térmica Xii=
debida al 0 Degradacion UV Xiii=
analito<2%




INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cédigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 5 afios ' Pagina 3 de5
IVMA-CC-001

TRAMADOL/ DEXKETOPROFENO (COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL)

Pardmetros
de
Desempefio

Reportar

Criterio de
Aceptaciéon

Resultado

Dictamen

Precision del
sistema

Promedio

Desviacion
estandar

Coeficiente
de variacion
(CV)

2%

Linealidad del
sistema

Coeficiente
de
determinacio
n (r?)

20.98

Coeficiente
de variacion
de los
factores de
respuesta
(CV)

<2%

Pendiente (b)

#0

Intervalo de
confianza de
la pendiente

IC(B1)

No debe incluir
el cero

Intervalo de
confianza del
intercepto (a)

Debe incluir el
cero




INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA

RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
Cédigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 5 afios ' Pagina 4 de 5
IVMA-CC-001

TRAMADOL/ DEXKETOPROFENO (COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL)

FENETEnS Criterio de
de Reportar o Resultado Dictamen
< Aceptacion
Desempenfo
Recobro --
Prueba de
Cochran Gexp < Geab
Pruebat de
Student top < tiab
Porcentaje 98 — 102%
de recobro
Debe incluir el
Intervalo de 100% o el
confianza de | promedio del
Exactitud la media % de recobro
poblacional se incluya en
(Recobro, el intervalo
Precision del i i _
método y Linealidad del método | = - --
Lmea}hdad del Coeficiente
método) de
S >0.98
determinacié
n (r?)
Pendiente #0
Intervalo de
confianza de | Debe incluir la
la pendiente unidad
IC(B1)
Inte-rvalo de Debe incluir el
confianza del
) cero
intercepto (a)




INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL HCL EN DEXKETOPROFENO 25mg + TRAMADOL HCL 75 mg TABLETA
RECUBIERTA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cédigo de Periodo de
Cadigo: Informe de Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-001 validacion: 00 5 afios ' Pagina 5de 5
IVMA-CC-001

TRAMADOL/ DEXKETOPROFENO (COMO DEXKETOPROFENO TROMETAMOL)

Parametros L
de Reportar AC(::etStr;oci%i Resultado Dictamen
Desempefio
Exactitud Precision
(Recobro, Promedio |  ----------
Precision del
_metodoy Coeficiente .
Linealidad del | 4o \ariacion <2%
método)
Promedio | -
Desviacion |
Repetibilidad estandar
Coeficiente
<90,
de variacion 2%
Promedio | -
Coeficiente <29,
de variacion =ere
Precision Prueba de Fexp =
intermedia ) Fexp < Ftab
Fisher Fiab =
Prueba t de o <t texp =
Student exp = b fop =
tab —




ANEXO N°5

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE RESULTADOS.



ANEXO N°5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE RESULTADOS.
ROBUSTEZ

Reportar:
Promedio del contenido, promedio para la condicion normal y con el cambio,
diferencia absoluta de los valores promedio.

-Para promedio de contenido se utilizé la formula

2x

n

X =
Donde: x: valor de area de pico obtenido en el cromatograma

n: nimero de mediciones

-Para diferencia absoluta se utiliz6 la formula:
[Ax] = Xo — X;
Donde: |Ax| = Diferencia absoluta
Xo = Condicién normal

Xi= Condicién diferente

ESTABILIDAD

Reportar:

La diferencia absoluta entre las condiciones

-Para diferencia absoluta se utilizé la formula:

|Ax] = Xo — X;



Donde: |Ax = Diferencia absoluta
Xo = Condicion normal
Xi= Condicion diferente

PRECISION DEL SISTEMA

Reportar:

Promedio, Desviacion estandar, Coeficiente de variacion.

-Para promedio de contenido se utilizo la formula

Xx

n

X =
Donde: x: valor de area de pico obtenido en el cromatograma

n: nimero de mediciones

-Para el célculo de la Desviacion estandar (S) se utiliza la formula:

P n(Xy?) — X y)?
B nn—1)

-Para el célculo del Coeficiente de variacion se utilizé la formula:

CV ==x100

Xl



LINEALIDAD DEL SISTEMA

Reportar: Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, pendiente,
intervalo de confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.

- Para el calculo del Coeficiente de Determinacion (r?) se utilizé la formula:

2 (G- GuEy)
MZx’— CT0HBTY: - E?)

Se completaron los datos de las tablas N°22, N°23, N°24 y se graficaron en
Excel, en donde la concentracion se le asigno el eje X y el valor de area

respuesta obtenida en el cromatograma se le asigno el eje Y.

Tabla N°22 Tabla de resultados para la prueba de Linealidad del sistema.

X Y
NIVEL mg/mL AREA
50% 0.1500 494265
50% 0.1500 494013
50% 0.1500 493223
80% 0.2400 788442
80% 0.2400 786353
80% 0.2400 784615
100% 0.3000 980600
100% 0.3000 979986
100% 0.3000 979115
120% 0.3600 1184131
120% 0.3600 1180279
120% 0.3600 1191782
150% 0.4500 1478355
150% 0.4500 1481928
150% 0.4500 1479329




Tabla N°23 Resultados para la prueba de linealidad del sistema.

F(Y/X) X.Y X2 Y2
3295100.0 74139.75 0.0225 244297890225.0
3293420.0 74101.95 0.0225 244048844169.0
3288153.3 73983.45 0.0225 243268927729.0
3285175.0 189226.08 0.0576 621640787364.0
3276470.8 188724.72 0.0576 618351040609.0
3269229.2 188307.60 0.0576 615620698225.0
3268666.7 294180.00 0.0900 961576360000.0
3266620.0 293995.80 0.0900 960372560196.0
3263716.7 293734.50 0.0900 958666183225.0
3289252.8 426287.16 0.1296 1402166225161.0
3278552.8 424900.44 0.1296 1393058517841.0
3310505.6 429041.52 0.1296 1420344335524.0
3285233.3 665259.75 0.2025 2185533506025.0
3293173.3 666867.60 0.2025 2196110597184.0
3287397.8 665698.05 0.2025 2188414290241.0

PROMEDIO | 3283377.8 | SUMATORIA | 494844837 | 15066 | 16253470763718.0

Tabla N°24 Resultados para la prueba de linealidad del sistema

Xy 4948448.370
2X 4.500
2y 14776416.000
(2x)? 20.250
2 X 1.507
>y 218342469805056.0
2y 16253470763718.0
~(x)? 0.090
Sb1 10263.91798

Sbo

3252.868635




Con los datos de la tabla N°24 se sustituyeron en las siguientes formulas:

-Para el célculo del Coeficiente de variacion se utilizé la formula:

S
CV =—=x100
X
-Para el célculo de la pendiente:
, _nZxy—nIx¥y
YTon¥a? - ()2

n = NUmero de mediciones

-Para el calculo del Intervalo de confianza para la pendiente (81) se utilizo la

siguiente formula:

IC (B1) = by % to975; n—25m1

1
Sp1=8y |—/—=x=3
o %/sz_g

_ |Zy*— b Xxy— by
- sz_ X x)?

n

S

RIL

- Para el célculo del intercepto:

=2y—b12x

b, -



-Para calcular el Intervalo de confianza para el intercepto (b,) se utilizd la

siguiente formula:

IC (by) = by * to.9755 n-25b0

s —g 11 (x)?
w= S ot
n

nyy*—(Qy)?
nn—1)

Sb:

EXACTITUD

Reportar:

Recobro:

Con el programa Excel se realizé la prueba G de Cochran, para determinar si el
factor concentracion tiene alguna influencia en la variabilidad de la concentracion
en todos los niveles de concentracion.

Si Gexp < Gtab las varianzas de las tres concentraciones son equivalentes, o lo que
es igual, el factor concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.
Ademas, se aplico la prueba t de Student para demostrar que no existen

diferencias significativas entre el valor medio de recobro y el 100%.

Para el calculo de Linealidad del método: coeficiente de determinacion,
pendiente, intervalo de confianza de la pendiente e intervalo de confianza del
intercepto se realiz6 de igual forma que la linealidad del sistema.

Para la Precision: promedio y coeficiente de variacion, se precedié como de

igual forma que en la precision del sistema.



ANEXO N°6
CROMATOGRAMAS DE LOS PARAMETROS EVALUADOS



CROMATOGRAMAS DE LOS PARAMETROS EVALUADOS

DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

Summarv( Compound)
) St.1 Rob. Ci-1.lcd
mV 250 ~ i 1 Detector A 270nm
i % [
U_: _/‘I‘r\@\-. . __J/ E\
T T | T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
) St.1 Rob. C1-2.led
mV 2504 M- 1 Detector A 270nm
] N [ &
. & RS
G T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T L ‘ T T T T ‘ T L ‘ T LI ‘ T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 45 5.0
min
. St.2 Rob. Ci-1.lcd
mV 250+ R 1 Detector A 270nm
] "
1 ) & RN
——
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
) 5t.2 Rob. C1-2lcd
mV 2507 3 N 1 Detector A 270nm
] f\i /€
0_‘ = ok
T T | T T | T T T | T | T T | T T T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 35 4.0 4.5 5.0
min

Figura N°11. Cromatograma para prueba de Robustez



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
REPORTE DE ANALISIS

Summar Comnonnd)

51-1.kcd
mv s 1 Detector A 270nm
e [
] /'€ / &\
G: - A A
e e L B B e e o e e e e e e B B B B B
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
mir
S1-2.led
my E 1 Detector A 270nm
1004 -]
] =
= ———————— T
0.0 0.5 1.5 2.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
52-1.0cd
my E | 1 Detector A 270nim
100 .
] J
1 I B S R B B B ey s B e e B s e s e
0.0 0.5 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
52-2.1cd
my E % 1 Detector A 270nm
100 /2
E _ S e
L e AL B B B o B o B B B B B B B B L B LA B B B e e o ¢
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
mir
<« Netertor & >>
N1 Comnaund Mame: Devketonrafenn
Title Sample Name [ _Sample ID Ret. Time Area Height Conc. Theoretical
S1-1.c 51 Tramadol H{ 51-1 2,633 2379627 68814 100,000
S1-2)c 51 Tramadol HY S1- 2.614 2372146 6742, 99,843 759
52-1.lcd 52 Tramadol H| 52-1 2.612 2374789 68134 99.969 733
S52-2.lc 52 Tramadaol H{ S2- 2.610 2374657 16850 99,973 7281
Average 2.617 2375305 168218 99.946 756
26RSD 0.412 0.132 0.356 0.070 4.603
| Maximum 2.633 23796327 168814 100,000 804 |
Minimum 2.610 2372146 167422 99.843 728
Standard Deviation 0.011 3128 599 0.070 35
Tailing Factor Resolution[USPZ] SN Noise
211 2,774 535,13 19,7
214 2.022 674,04 19,3
245 5.357 830.70 24.6
257 5,328 144,86 23.5
1.232 5.495| 7796.18 21.82
1.855 3.724 12.108 12.249
1.257 5774 8674.04 24.61
1.211 5.328| 6830.70 19.30
0.023 0.205 943.94 2,67

Figura N°12. Cromatograma para prueba de Estabilidad.



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
REPORTE DE ANALISIS

Saommare! Cnmnoamd §

M1- 1,led
mv 2504 ~ I“I-_- 1 Detector A 270nm)
1 a3 IIIE
] & [
-4 II:' l'\l
L e I B L HL B B S B o o s o o B B e e e e e e e B B E
a 1 2 3 4 5 & 7 8 k] 10
min
Mi- 2,lcd
mv 250 =~ fi 1 Detector & 270nm
] = If
] e J ok
L e L BB B O o e o B e e B e e e B e e e e B B B e S B
1} 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
M2- 1,lcd
my 250 fi= 1 Detector A 270nm
] NE I'e
1 h=d J
T
a 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
min
M2- 2.led
myV 250 fi= 1 Detector A 270nm|
] W2 | &
- e ke
T T T T T T T T T
1} 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
M3- 1.led
my 250+ = - - 1 Detector A 270nm)
] na = =
B \= - -
HrTr T e T T T
a 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
M3- 2.led
my 250 - I"'I_-_- ~. = 1 Detector A 270nm
] N e = Z
] |II'§- J o - put
L B S e e . R o s s s sy s s s L B
a 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
M4- 1.led
my 150—: = = In'F 1 Detector A 270nm|
] In: i
D_ :Il'q- -Jlk-.
L e e e e B L B e e e o e e s ey s e e B
a 1 2 3 4 5 & 7 8 k] 10
min
M4- 2.led
my 250 B fiz 1 Detector A 2700
1 IopE Iz
- sl J ks
L e e i L e B e e e e e e e L ey e s
1 2 3 4 5 & 7 | k] 10

min

Figura N°13. Cromatograma de la muestra para el parametro de selectividad



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

REPORTE DE ANALISIS

Saimmarel Comnoamd i
Placebo 1- 1.lcd

) I:I.D: v \u.f//._ — - 1 Detector A Z70nm|
0.5+
L NI e e e e L s e o e e o o ML e e e L e e
1} 1 2 4 E 6 7 a 9 10
min
Placzbo 1- 2.)cd
mv 00T = T — =1 Detector A 270nm
1 qﬁ"‘ ¢\ [/ &
0.5 = - 4
L e L e e o o e e e e e L e e I e e e e e e L e e
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
Placzbo 2- 1.)cd
mvpo—= - - - —_— 1 Distector A 27 0nm
] T8 Vg '?'.I &
-|||U|||||||||||||||||||||||||||||||| T T T T T T T T
1} 1 2 3 4 E 6 7 a 9 10
min
Placebo 2- 2.lcd
W 1A . - . S ———— 1 Detector A JT0
™ =N\ B 7R o
E wny e 1 | =
b = — o -
e e o s T L R L
1} 1 2 3 4 E 6 7 a 9 10
min
D ) Placebo 3- 1.lcd
my N T Ty T - T Detettor A Zr0nm
] ;’?’/:‘1 ||||' =
25— 777 e e e L e e
1} 1 2 3 4 E 6 7 a 9 10
min
Placebo 3- 2.lcd
my 0O - — T Dieteciar A& Z7omm]|
] 5 7 N Z
-D'E_ LI B I T LI I T 1 T 71 I LI B I T LI I LI T I T T T T I T I LI B I T 1 T 71
1} 1 2 3 4 E 6 7 a 9 10
min
Placzbo 4- 1.)cd
my E = - - = 1 Detector A 270nm|
DD__'LLE_'-M - D, - ;-ﬂ-.__..._. e e e e
B B e B B e o o e T AL B o o T
1} 1 2 3 4 E 6 7 a 9 10
min
Placzbo 4- 2.)cd
my 3 fi = ~ 1 Detector A 270nm)
oo S
1 T T I-I I T LI I T 1 T 71 I LI B I T LI I LI T I T T T T I T I LI B I T 1 T 71
1} 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min

Figura N°14.

Cromatograma del placebo para el parametro de selectividad



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
REPORTE DE ANALISIS

Casmmare Cnminnand |

51 - 0L.Jed
my 250 - 1 Detector A 270nm|
1 N&
] A=
o e L e LA o sy e e e
a 1 2 3 4 E 6 7 a 9 10
min
51 -02.lcd
my 2504 - 1 Detector A 270nm
] e
2 )
L e B B o o e e B o e o S s s o e s s e e B B
a 1 2 3 4 E & 7 a 9 10
min
52 - 0L.Jed
my 250 - |'|Irr 1 Detector A 270nm)
1 E |
. fe J K
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e T T T e T T T T T T
1} 1 2 4 5 7 a 9 10
min
52 - 02.lcd
m¥ 2504 ~ l"lI - 1 Detector & 270nm|
] -,_if ] |E
D- .IHE JI I('
T T T T T T T T T
a 2 3 4 E & 7 a 9 10
min
<o Datactor & =
1021 Crmpond Names Tramadal HCl
Titde Sample Name | Sample ID Ret. Time Area Height Conc. Theoretical
S1-010c 21 Tramadol HI51 - 0] 0987 280939 146121 100,000 628
51 -0l 1 Tramadol B{S1 - 0 0987 GE2584 145959 100 084 525
52 - 010 Tramadod B - 01 0,986 958638 146603 99,105 &
52 -0l 2 Tramadol B152 - O 0,986 ‘BH0285 146775 99,377 [
Average 0.987 975361 146366 99.641 624
SgRSD [T 0.761 0,265 0479 0,409
Maimum 0987 S52584 146775 100 084 528
Minimum 0.986 ‘968638 145559 599.105 622
Standard Devistion 0,007 7425 E] 0477
Tailing Factor Eesolution{USP2l N Hoise
1 11548 27 L6k
827 — 13445.91 1.72
1 113526, 3.0
21 — 11680.8 2.57
3 1173316 2,49
0154 0,000 4,35 4,410
1,827 — 13445.91 13.0%
1.821 112526, 11.7
0.003 - 51078 0.55
T0#2? Compnund Mame: Devkatanmfenn
Title Samole Nam Sample ID Ret. Time Area Height Conc. Theoretical
51-010c 1 Tramadol H{51 - 01 2,664 2520972 288152 100,000 F
51-02)c 51 Tramadod H{51 - 02 2,666 521876 238603 100.018 2799
52 - 010 22 Tramadol B4S2 - 0] 2663 477259 93619 98825 2950
52 - 02dc 2 Tramadol H{52 - O 2665 24TETHE 294438 95,10 296
Average 2,664 2459226 291203 99,486 2876
RS0 0,044 1.026 1,128 D617 3,228
Maximum 2.666 2521876 294438 100.018 25963
Minimum 1,66 JATETSE J98152 98575 i
Standard Devigtion 0,001 25636 285 0,614 9

Figura N°15. Cromatograma de la muestra para el parametro de selectividad



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
REPORTE DE ANALISIS

Sammarel Comnoamd

Pl.lcd
myv 250+ 1 Detector A 270nm]
] J 3§
r——rrrrrrrrrrr e e T e e T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 4.5 5.0
mir
PZ.lcd
myv 250 - [ 1 Detector A 270nm]
M
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
mir
P3.lcd
myv 250 ~ = 1 Detector A 270nm
] = &
E_ = A ek
L LI B e e e e e e e e LI B B S o wo
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 4.5 5.0
mir
P4.lcd
mv 250 1 Detector A 270nm
] 5 J.l ]
S e e B e e e s
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 4.5 5.0
mir
PS.lcd
my 250 - I."‘. 1 Detector A 270nm|
] = f
: pt _J E‘\
L e e L B e B LAy s ey s o s
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
P&.lcd
myv 250 = I 1 Detector A 270nm
B = | o
: 3 < J :
L o e L s e s s sy B S L s e e e s s e o e
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 4.5 5.0
min
< Detactor & ==
I0#1 Compnesnd Mame: Dexketonmfena
Title amole Hame | Sample I Eet, Time Area Height Cong, Thearetical
P1.lcd Precision 1 P1 2.751 2464376 264394 99.325 2500
Plc Precisign 2 P2 2,754 2470924 265582 99,589 2496
P3.lcd Precision 3 P3 2,751 2471078 264087 99,595 2483
P4 Pracisign 4 P4 275 2465319 264508 99,36 2493
AR Precisign § PS5 2761 2491895 268123 00,425 2521
PG, lcd Precision & P& 2,751 2473811 261173 99.706 2406
Average 2,754 2472901 264644 99,669 2485
WRSD 0.141 0.404 0,852 0,404 1,62
Maximum 2,761 2491895 268122 100,435 2521
Minimum 2,751 24643765 261172 99,325 2406
Standard Deviation 0.004 9950 2255 0.403 40
Tailing Factor Eesolution[USPZT N Noise
0,982 | 324460 81,49
0,929 6,7251 417553 63,60
0.982 13.538]| 4668.85 56,56
0,989 6,3471 E964,65 44,35
1 nid -] AdG k] £73 ad

Figura N°16. Cromatograma de prueba de Precision del sistema para
Dexketoprofeno



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
REPORTE DE ANALISIS

Sasmmeanel Cnmnoand

PL.lcd
my 100 |'ﬁ'y-. 1 Detector A 270nm
] /
L e LA L E  EL S S B o B B B B e e e e e B I BLEma
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
P2.lcd
™ 100 I,""\: 1 Detector A 270nm|
J [
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 5 3.0 35 4.0 4.5 5.0
min
P3.lcd
my 100 I,'"'.F;: 1 Detector A 270nm|
] / S\
H——r——r e e T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
P4.lcd
] o .
mv 100 [l 1 Detector A 270nm|
] / £
i T = = T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
PS.lcd
™V 100 |'Iﬁ\‘" 1 Detector A 270nm|
] | £
L e e e e e N LA S E e e s e e s e e e e s e e L e e e
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 5 3.0 35 4.0 4.5 5.0
min
P6.lcd
my 100 I'ﬁ'\: 1 Detector A 270nm
] JII E\
e
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0
min
<< Detector & ==
1021 Compound Mame: Tramadal HC
Title amole Name | Sample T Eet, Time Aleg Height Cong Theoretical
1.lc Precision 1 1 012 S78423 34819 99.922 529
C Precisign 2 011 S79707 J467 100,05 510
3.lc Precision 3 3 .018 SBB760 37587 00.578 Gd1
4o Precisign 4 4 16 S79745 SQs2 00,057 528
AR Precizion 5 H 013 S79848 32816 100,068 505
6. lc Precision & 3 010 576431 35507 95.719 535
Average 01 SE0487 4874 100.1 524
SeR50 0,286 0.435 1.241 0,435 2,703
Maximum 1.018 SEBTEE 137587 100,978 gd1
Minimum 1.010 S76431 132816 9,71 505
Standard Deviation 0.003 4262 1674 0.435 14
Tailling Factor Eesolution{ USP2T S/N Hoise
1) - 18682 72,16
484 —~ 186200 71,68
506 -1 61.7 73.580
459 — 1913.09 70,59
442 - 15841 83,84

Figura N°17. Cromatograma de prueba de Precisidén del sistema para Tramadol



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
REPORTE DE ANALISIS

Sommarel Comnaond

LS 50%-1.0cd
my 50 I|"‘lt-_- 1 Detector A 270nm|
] | %
A [}
= )
L e LI L E B By B o e e e e LA B e e e e
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
LS 50%-2.bcd
] "-. r
my 5o N 1 Detector A 270nm|
E |
Mt
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
LS 50%-3.cd
my SD—E |"\".j 1 Detector A 270nm|
T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
LS 80%:-1.lcd
my 100+ s 1 Detector A 270nm|
L e S e e L B s ey By
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
LS 80%-2.lcd
my 100 Il“.-- 1 Detector A 270nm|
] | E
] | A
L S L S B e s s ey s s ey e e T B s o ey o s e e s e s
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
LS 80%-3.bcd
mV 100+ II"‘-_ 1 Detector A 270nm|
z JX
L LA R o S S o oy o s s L L B e s e e
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
LS 100%-1./cd
m¥ 100 I{\:\ 1 Detector A 270nm
7 {
L e L B B e e e e e e e e L o e o o e e B e LB B e
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
LS 100%-2.lcd
mv 100_: II -,C_ 1 Detectar A 270nm|
1 | x
o g3
L I B e e e e e e B e T L N e e e wo
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min

Figura N°18. Cromatograma para la prueba de linealidad del sistema para
Tramadol
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Figura N°19. Cromatograma para la prueba de linealidad del sistema para

DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

REPORTE DE ANALISIS

Sommarel Comnosnd |

LS 50%-1.lcd
3 M= 1 Detector A 270nm)
100 ;'“f
A —
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 .0
min
LS 50%-2.lcd
IOD—E ."nlé 1 Detector A 270nm|
] !
is |||||jr‘\'||||
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 .0
min
LS 50%-3.lcd
] N 1 Detector A 270nm|
100 A
] I
— e
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
LS 80%-1.led
200 - I.'“\F 1 Detector A 270nm|
1003 & _;'f &
N S , — e ———
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 5 4.0 4.5 .0
min
LS 30%-2.lcd
200 I 1 Detector A 270nm|
100 /5
E T
L e e e e e e B e e 5 LI I e e o s B e s e e ey e e e e
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 5 4.0 4.5 .0
min
LS 80%-3.Jcd
200 - K 1 Detector A 270nm|
100 G / '{\
3 = e
L e e e e e e B LN i H S e e ey e e B e s e e e e e
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 .0
min
LS 100%-1.lcd
250+ I.'"\F 1 Detector A 270nm|
] /&
o A eh
L e e LI B e a ta e e B B L L L L S L DL
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
LS 100%-2.lcd
250+ - 1 Detector A 2700
3 _/ k\
o R N B R A B A B B I B IR S B AL B
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min

Dexketoprofeno



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
REPORTE DE ANALISIS

Summanv{ Compound |
1S TMD + DKT.hcd

my 2004 - f/ - 1 Detector A 270nm]
1004 e
E __." _./'ll '}\.
N B e B e LA L B e s e e e
0.0 0.5 1.0 1.5 20 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 50
mir
25 TMD + DKT.led
my 200 - e 1 Detector A 270nm]
100+ = {
o JA AN
O BB I B S s S S e e s i e B S S E A B B e e e e e e e
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0
min
Exactitud 80%-1.lcd
my DD— - / 1 Detector A Z70nm
100 fA's I3
ht ! EL e
R IR B L L U U
0.0 0.5 1.0 1.5 20 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 50
mir
Exactitud 100%-1.lcd
my 200 - I 1 Detector A 270nm]
1003 g € /&
P = J N
T T T_ T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 20 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
Exactitud 120%-1.lcd
my 250 f\'ﬁ T Detector A 270n]
] /
] AN
L S e o e e I B o oy s e e e e e e B e S L e e
0.0 0.5 1.0 1.5 20 2.5 3.0 . . 4.5 50
mir
:[;;ﬁuactwh:r:ﬁ e
Do H I(Miﬁﬁ
Titke Samole Name mole D Fet, Time e Height Conc eoretical |
15 TMD + DET Jed 115 Tramadol B 15 Tramadol Hi 2,768 2479180 210407 100.000 373
S TMD + DT Jed [25 Tramadol B 25 Tramegol HY 2070 24851590 217967 100.121 95
Exactitud 809%-1Icl Exactinug B0%] Exactitug 505 766 1376199 163972 79.615 258 |
Exactitug 1009%- 1. Exactitud 100%] Exactitud 1005 2067 2472020 204781 99,590 284
Exactitud 120%-1.J| Exactitud 120 Exactineg 1204 2767 2339568 245955 0.441 59
SaDE 768 2480431 207615 99,954 322
RS0 D051 4,446 14,082 14,442 4,475
Mepimum 2770 2389568 245955 120,441 1395
Minimram 53% 1376199 163972 79615 1259
Standand Deviaton 0. 5831y 9537 144350 59
Tailing Factor Resolution] U5PZ] SN Romse
BET J3al| 991703 2157
06 7398 | I0080.61 2113
0.901 750 Ja02.24 21.56
0.556 7. 733725 27.91
0.000 s K E ] I e 2406
0.696 7.2 341148 5
0623 1,684 17,2821 22,853
0.901 7,298 [ 10080.61 24.06
Q.BE7 7.1 7220.28 1
0.006 0.122] 145364 5.69

Figura N°20. Cromatograma para prueba de exactitud para Dexketoprofeno



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
REPORTE DE ANALISIS

Surmrmana Crminna mned )
15 TMD + DKT.hed

my 2003 ~ I 1 Detector A 270nm]
E - / -
i i
o /§ AR
R e e N B o ) ey e e e e L R
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
min
25 TMD + DKT.ked
my 200 /. 1 Detector A 270nm]
1003 Jon
E S
e T T T
0.0 0.5 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
iy
Exactitud 80%-L.kcd
my E = A 1 Detector A 270nm
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Figura N°21. Cromatograma para prueba de exactitud para Tramadol
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Figura N°22. Cromatograma de prueba de precision de analista 1
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Figura N°23. Cromatograma de prueba de precision de analista 2
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Certificado de analisis de Tramadol HCI

S

SUPRIYA LIFESCIENCE LTD.

Creating true values that bind global health

Certificate of analysis

Product Tramadol hydrochloride USP License No. : | KD-129
Batch No. : | SLL/TDM/0417004 Date of Manufacturing | : | April 2017
Batch Qty. : | 1001.0 kg Date of re-test/Expiry | : | March -2022
A. R. No. : | SLL/QC/FP/17/0317 Date of Release 1 | 29/04/2017
S.No. Test Specifications Results
1. | Description ‘White crystalline powder. A whits cryatalline
powder.
2. | Solubility Freely soluble in water and in
methanol, very slightly soluble in Conforms
acetone.
3. | Identification:
The infra red absorption spectrum
A. IR Absorption should be concordant with the Positive
reference spectrum of Tramadol
hydrochloride.
B. Reaction of chloride White precipitate formed. Positive
4. | Assay by HPLC (on anhydrous
basis) (%, wiw) 98.0-102.0 99.74
5. | Inorganic Impurities
i. Residue on ignition (%, w/w) Not more than 0.1 0.05
iii. Content of chloride (%, w/w) | 11.6 - 12.1 11.66
6. | Organic Impurities
Procedure 1 by TLC: Limit of Any secondary spot from the sample
Tramadol related compound B solution corresponding to tramadol Positive
(%) related compound B should be not
more intense than a corresponding spot

from std solution.(NMT 0.2)

QA/011/F03-02 / Effective date 05/08/2015

Page 1 of 2

Factory

: Corporate Office :

207/208, Udyog Bhavan, Sonawala Road, Goregaon (East), Mumbai 400 063. Maharashtra, India.

Tel: 491 22 40332727 / 66942507 | Fax:+91 22 26860011

CIN: U51300MH2008PLC180452

: A-5/2, Lote Parshuram Industrial Area, M.1.D.C., Tal.- Khed, Dist.- Ratnagiri, Pin: 415 722, Maharashtra, India.
Tel: +#91 2356 272299 | Fax : +91 2356 272178
GOVT. RECOGNISED EXPORT HOUSE
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SUPRIYA LIFESCIENCE LTD.

Creating true values that bind global health

Certificate of analysis

Product : | Tramadol hydrochloride USP License No. : | KD-129
Batch No. : | SLL/TDM/0417004 Date of Manufacturing | : | April -2017
Batch Qty. : | 1001.0 kg Date of re-test/Expiry | : | March -2022
A.R. No. : | SLL/QC/FP/17/0317 Date of Release 1 | 29/04/2017
S.No. Test I Specifications | Results
Procedure 2 by HPLC (%)
i. Tramadol related compound A | Not more than 0.2 BDL
ii. Individual impurity Not more than 0.10 0.06
iii. Total impurities Not more than 0.4 0.17
7. | Water determination (%, wiw) Not more than 0.5 0.19
B | Acidity Gmi) Sodiom Fylroxide st | °3

9. | Additional Test:
Residual Solvents by GC-HS (ppm)

i. Cyclohexane Not more than 3880 BDL
ii. Isopropy! Alcohol Not more than 5000 392
iii. Toluene Not more than 8§90 8

iv. Tetra hydro furan Not more than 720 BDL

Remarks: The product is complies with respect to above mentioned test as per USP 38 specifications.

Storage: Preserve in tight containers, and store at controlled room temperature,

paT: TS mepdbae e

Compiled by QC Checked by QC Approved by QC
QC Chemist (S.D.Ambre) QC Executive (D.D.Jadhav) «¢|* C, Asst.Manager (S.K.Agre)
( g/ @A
3 { — i
. = MUMBAM ) =
QA/011/F03-02 / Effective date 05/08/2015 \ % T )Sf‘

9& it
k.3

Corporate Office : 207/208, Udyog Bhavan, Sonawala Road, Goregaon (East), Mumbai 400 063. Maharashtra, india.
Tel : +91 22 40332727/ 66942507 | Fax:+91 22 26860011

CIN: US1900MH2008PLC180452
: A-5/2, Lote Parshuram Industrial Area, M.I1.D.C., Tal.- Khed, Dist.- Ratnagiri, Pin: 415 722, Maharashtra, India.
Tel: +91 2356 272299 | Fax : +91 2356 272178
GOVT. RECOGNISED EXPORT HOUSE
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Certificate of Analysis

Certificado de andlisis del Dexketoprofeno Trometamol

Huangshi Shixing Pharmaceutical Co., Ltd.

Fax; +86 714 3184000

Address: No.73 East Jinshan Road, Huangjinshan Development Zone Huangshi, Hubei, P.R. China.

The product name Dexketoprofen Trometamol
Batch No. C05-201903004 “Inspection Basis In-house
Producing Date Mar. 22, 2019 Retest Date Mar. 21, 2021
Packing 25kg/drum Amount 215.06kg
Thel i s of 1 :
Items Specification Test results
Appearance :xvitl\: gf::g:‘:{z:lﬁne e Conforms
Freely soluble in water and in
Solubility methanol, insoluble in ethyl Conforms
ether,
Specific optical rotation +56.0° ~ +60.0° +572.7°
Tdentification
-Chemical identification (1) Positive reaction Conforms
~Chemical identification (2) Positive reaction Conforms
-IR absorption Corresponds to RS, Conforms
-UV absorption 425 ~ 451 431
pH ’ 5.5~7.0 6.3
Related substances (HPLC)
-Any individual impurity £0.10% 0.024%
~Total impurities < 1.0% 0.092%
Octylglucamine <0.1% <0.1%.
Levoketoprofen £ 2.0% 1.0%
Loss on drying =0.5% 0.06%
Residue on ignition =0.1% 0.04%
Heavy metals < 10 ppm Conforms
Assay (titration, on dried substance)  98.5%~101.0% 99.4%
Additional test:
Residual solvent (GC)
-Ethanol < 5000 ppm N.D.
-Ethyl acetate < 5000 ppm 250 ppm

Conelusion

Analysis according to In-house standard, Conforms.
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