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RESUMEN
La validacién de un método analitico establece evidencia documentada de que el
método es capaz de cumplr en forma consistente y repetitiva Ias
especificaciones establecidas. En el presente trabajo se demostré la validacion
del método analitico para la cuantificacion de adapaleno en alviera 0,1 % ®
crema topica, utilizando métodos propuestos por la USP 35 y la ICH Q2A, para el
desarrollo de los procedimientos de validacion se aplico el método de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
Para el desarrolio de la validacion di método, se tomaron en cuenta los
siguientes parametros. selectividad, linealidad, exactitud, repetibilidad, precision
intermedia y robustez; resuitados que fueron sometidos a evaluacion estadistica.
Definida las condiciones, se inicia los analisis para la evaluacion de los
parametros de validaciéon, en el parametro de la linealidad se obtuvo un
coeficiente de correlacion r = 0,9989, demostrando que si hay correlaciéon entre
la concentracion del analito y el area del pico cromatografico, siendo el valor
minimo permisible 0,995; en el parametro de la exactitud al aplicar el test de
student se obtuvo un te, (0,594) que es menor al tuuas (2,306), por tanto no
existe diferéncia significativa entre la recuperacion y la cantidad anadida de
analito, en el parametro de la precisién del método se obtuvieron valores de
coeficiente de variacion de 0,464 % para repetibilidad y 0,460 % para precision
intermedia, cuando el coeficiente de variacion maximo es de 2,0 %; es selectivo
porque se demostré que ningun excipiente interfiere en el analisis del adapaleno,
finaimente el método es robusto porque se obtuvo resultados reproducibles al
cambiar el flujo, obteniendo un coeficiente de variacion de 0,160 %, cuando el
coeficiente de variacion maximo es 2,0 %.
Por lo tanto se concluye que el método es confiable ya que proporciona
resultados precisos y exactos.
Palabras claves: Cromatografia liquida de alta performance, validacion de

métodos analiticos y adapaieno.



I INTRODUCCION

La industria farmacéutica tiene como fin producir medicamentos de calidad y
con total garantia de seguridad. Con los afios, se han ido desarrollando
recomendaciones e incorporando requerimientos que han evolucionado hasta
una reglamentacién estricta. Debido a esto, en los Ultimos afios ha tomado
fuerza el concepto de aseguramiento de la calidad, que no es otra cosa que
- demostrar que lo que declara calidad, efectivamente la posea (Bellido, 2007).

La calidad de un producto farmacéutico debe estar completamente probada,
esto para cumplir con las exigencias de las autoridades sanitarias y sobre
todo por brindar un producto eficaz a la poblacion, tomando relevancia aun
mayor por lo que si un medicamento no cuenta con los estandares de calidad
adecuados pudiese tener consecuencias que perjudiquen a ésta. Por lo cual,
en cualguier empresa es de suma importancia contar con sistemas que
demuestren que el producto o servicio final es de calidad, por ello, la industria
farmacéutica se ha preocupado en implementar metodologias que intenten
garantizarla. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos de control y fabricacién,
se exige una mejora continua y maximas garantias de la calidad y es en el
avance para conseguir un total dominio de la calidad, cuando surge el

concepto validacién (Bellido, 2007).



La validacion de métodos analiticos es un tema de actualidad en el ambito
farmacéutico. Segun las recomendaciones de diversas entidades tales como
la AOAC (Organizacion Americana de Quimica Analitica)) la OMS
(Organizacién Mundial de fa Salud) y las farmacopeas oficiales, entre otras
entidades, ademas del creciente interés de la industria farmacéutica, el
aseguramiento de la calidad y blsqueda de la mejora de la productividad,
sefnalan la necesidad de validar los métodos analiticos (DIGEMID,1999).

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece
por medio de un estudio y programa documentado que ese método posee
todos los requisitos para el uso propuesto. La validacion es parte integral de
las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y del desarrolio de un método de
andlisis puesto que sin fiabilidad de los resultados analiticos es imposible
asegurar que un medicamento cumple con las especificaciones exigidas,
-ademas, contribuye a garantizar la calidad y asegura las propiedades de
calidad de un producto determinado. La calidad de los resultados analiticos
debe ser acaparada mediante la fiabilidad y reproducibilidad del método
analitico utilizado en su obtencién y esta demostracion debe estar
debidamente documentada con el detalle de la preparaciéon de las muestras
efectuadas y datos obtenidos (Medina y Berrocal, 2008).

El andlisis de productos farmacéuticos por HPLC, constituye actualmente una
necesidad, y debido a sus creciente difusion, representa una de las
herramientas mas empleadas en el laboratorio de analisis, como es el caso
de Ila industria farmacéutica, debido al consumidor, asi como reducir
repeticiones analiticas, dando en cambio mayor confiabiidad en los
resultados obtenidos (Castro y Col., 2001).

En el presente trabajo se pretende validar un método analitico de

cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para la cuantificacion de



adapaleno en alviera 0,1 % ® crema. Las razones de la preferencia de este
metodo son su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies no
volatiles o termolabiles y, sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que
son de primordial interés en la industria y en muchos campos de la ciencia.

El desarrollo y validacion del presente método analitico fue realizada en el
laboratorio IQFARMA S.A - Departamento de Control de Calidad.

Por todo lo manifiesto anteriormente, en el presente trabajo de investigacion
se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Validar un método. analitico de cromatografia liquida de alta performance
para la cuantificacion del adapaleno en alviera 0,1 % ® crema topica.
Objetivo especifico

Demostrar que el método. analitico para la cuantificacion del adapaleno en
alviera 0,1 % ® crema tépica cumple con los parametros de: linealidad,
exactitud, especificidad, robustez, repetibiidad y precisiéon intermedia del

nuevo método de andlisis de acuerdo a los parametros solicitados.



Il. MARCO TEORICO
2.1, Antecedentes
La validacién de un método analitico es el proceso que establece mediante
estudios en laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método
cumplen los requisitos adecuados de exactitud y confiabilidad para las
aplicaciones analiticas previstas. Las caracteristicas de desempefio analitico
habituales que deben considerarse en la validacién de los tipos de métodos
descritos son exactitud, precision, especificidad, robustez, limite de deteccién,
limite de cuantificacién, linealidad e intervalo (USP 35, 2012).
Para desarrollar una técnica analitica de cuantificacién es necesario, en primer
lugar, establecer el método analitico mas conveniente a ser utilizado (Valdez y
Cuadros, 1999).
La mayoria de los métodos de analisis son en los casos mas favorables
selectivos, pero no especifico. Por ello, cuando se trata de muestras complejas
la separacion del analito de las posibles interferencias es una etapa esencial.
Aun seria mejor la posibilidad de determinar varios analitos después de una
separacion previa. Es asi, que uno de los mejores métodos para conseguir esa
separacion, y posiblemente, el mas utilizado es la cromatografia. Este conjunto
de técnicas permite la separacion de componentes estrechamente relacionados

en mezclas complejas. La cromatografia en sus origenes era exclusivamente



una técnica de separacion que se transformd en técnica de analisis cuando se
acoplé un dispositivo para monitorizar las especies quimicas que se iban
separando. Asi, la cromatografia se ha convertido en un método analitico de
primer orden para separar, identificar y cuantificar los compuestos presentes en
muestras liquidas o gaseosas (Valdez y Cuadros, 1999).

El término cromatografia de liquidos, segin se usa en los compendios, es
sin6nimo de cromatografia liquida de alta precision y de cromatografia liquida
de alta resolucién, es asi que la cromatografia de liquidos es una técnica de
separacion basada en una fase estacionaria sélida y una fase mévit liquida. Las
separaciones se logran por procesos de particién, absorcion o intercambio
ibnico, segun el tipo de fase estacionaria empleada (USP 35, 2012).

Siendo esta una técnica de separacion y cuantificaciéon de compuestos quimicos,
la mayoria de las drogas, sean compuestos no volaties o térmicamente
inestables pueden analizarse mediante esta técnica sin riesgo de
descomposicién. Soélo los compuestos que tienen diferentes factores de
capacidad pueden ser separados por HPLC (Vaildez y Cuadros, 1999).

Las razones de la preferencia de esta técnica son su sensibilidad, su facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para Ia
separacion de especies no voldtiles o termolabiles y, sobre todo, su gran
aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria (Skoog y
Leary, 1994).

El desarrolio y validacién de técnicas analiticas para materias primas y/o
productos terminados es una tarea que se viene realizando en diferentes
laboratorios farmacéuticos peruanos en los Ultimos anos, debido a las exigencias
de calidad y a la mejora de la productividad. Como una muestra de ello se tiene

las siguientes tesis realizadas:



Arestegui (2001), en Ayacucho realizé la “Validacion de un Método de Analisis
Cuantitativo de Ampicilina en Céps.ulas por Cromatografia Liquida de alta
Resolucién”.

Meneses (2002), en Ayacucho realizé la "Validacién de un Meétodo para el
Anélisis Cuantitativo de Bromhexina en Ampolla por HPLC”.

Romero (2003), en Ayacucho realiz6 la “Validacion del Metodo Analitico por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) para la Determinacion
Cuantitativa de Cisaprida en Tabletas”.

Bellido (2007), en Ayacucho realizé la “Validacion de Método analitico por
Cromatografia de alta resolucién para la Determinacién Cuantitativa de Ambroxo}
Clorhidrato en Jarabe®.

Enciso (2008), en Ayacucho realizé la “Validacién prospectiva de la técnica
analitica por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para el Pectoflem
jarabe”.

Mendoza (2011), en Ayacucho realizé la “Validacion del método analitico por
cromatografia liquida de alta resolucibn (HPLC) para la determinacion
cuantitativa de Levofloxacino 500 mg/100ml inyectable para infusion”.

Morales (2004), en Lima realizé el "Desarrollo y validacién prospectiva de una
técnica analitica por cromatografia liquida de alta perfomance (HPLC) para el
Enalapril 10 mg tabletas recubiertas”.

Silva (2004), en Lima realiz6 la "Validacién del método de valoracién de
Glimepirida presentacion comprimido 4 mg por el método de cromatografia
liquida de alta resolucién”.

2.2. Cromatografia

Desde hace muchos afos la cromatografia forma parte de los métodos del
analisis moderno debido a sus variadas posibilidades de empleo. Los procesos

comatogréficos sirven tanto para la purificacion y separacion de mezclas de



sustancias como para el aislamiento y determinacién cuantitativa o cualitativa de
los componentes individuales (Merck, 1981).

Segun define la IUPAC “La Cromatografia es un método, usado para la
separacion de los componentes de una muestra, en la cual los componentes se
distribuyen en dos fases, una fase mdvil y otra estacionaria. La fase estacionara
puede ser un sdlido, un liquido retenido sobre un sélido o un gel. La fase
estacionaria puede estar extendida como capa o distribuida como una pelicula
(USP 35, 2012).

El proceso de separacion se basa en las diversas interacciones entre la fase
moévil y estacionaria por un lado y la molécula del problema por otro. La
naturaleza de la fase moévil y estacionaria determina por lo tanto los mecanismos
en que se basa una separaciéon cromatografica (Merck, 1981).

2.2.1. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

2.2.1.1. Concepto

La cromatografia de liquidos de alta performance (HPLC), por sus siglas en
inglés), también llamada cromatografia de liquidos de alta resolucién, es una
técnica de separacion e identificacion cualitativa y determinacioén cuantitativa de
componentes quimicos en mezclas complejas, basada en una fase estacionaria
sélida y una fase movil liquida. Las separaciones se logran por procesos de
particion, adsorcion o intercambio ibnico, segin el tipo de fase estacionaria
empleada (USP 35, 2012).

Existiendo cuatro tipos principales de técnicas de HPLC que responden a las
fuerzas moleculares basicas: fuerzas idnicas, fuerzas polares y fuerzas de
dispersién; cada técnica especifica a cada una de ellas: las fuerzas polares son
el tipo dominante de las interacciones moleculares empleadas en HPLC de fase
normal; las fuerzas de dispersion son empleados en HPLC de fase reversa; las

fuerzas ionicas son empleados en HPLC de intercambio iénico; y el cuarto tipo



de técnica de HPLC de exclusion de tamario, se basa en la separacion dinamica
de las moléculas de acuerdo al tamafo que presente, sin la interaccion del
analito con la fase estacionaria (Dong, 2006).

2.2.1.2. Ventajas y limitaciones del HPLC

La cromatografia de liquidos de alta performance (HPLC), es ampliamente
utiizada en la industria farmacéutica por las ventajas que la técnica presenta,
obteniendo un analisis cuantitativo rapido y preciso, es una operacion
automatizada, tiene una alta sensibilidad de deteccion pudiendo detectar
nanogramos, picogramos, inclusive niveles de femtogramos; y una de las
ventajas mas importantes es la susceptibilidad a la deteccién de un 60% a 80%
de todos los componentes existentes (Katz, 1998).

Por otra parte, las limitaciones que presenta son: el sistema no cuenta con un
detector universal - como en otros sistemas, por lo tanto la deteccién es
problematica si el analito no absorbe haces de iuz UV, otra desventaja se da
cuando el analito no es facilmente ionizado, y por ultimo, la técnica por HPLC,
tiene muchos parametros operacionales que lo hace dificultoso para un
principiante (Katz, 1998).

2.2.1.3. Partes

2.2.1.3.1. Fase estacionaria y fase movil

Siendo la cromatografia definida como un meétodo fisico de separacion por la
cual los componentes son separados y distribuidos en dos fases, una
estacionaria y la otra moévil que se mueve en una determinada direccion. El
sistema de HPLC presenta una gran versatiidad ya que abarca una serie de
tipos de separacion, teniendo cromatografia por adsorcién donde el analito
interactia con una superficie sdlida estacionaria y es desplazado por
competencia con el eluyente por los sitios activos de la superficie. La separacion

por particion resulta de una distribuciéon termodinamica entre dos fases liquidas;



mientras que la cromatografia por cambio ibnico, estd gobernada por la
interaccién entre los analitos ionizados y la carga opuesta de la superficie de la
fase estacionaria. En la cromatografia por exclusién de tamafo, la fuerza de
resistencia para la separacién es el tamafio fisico de los analitos, o que
determina su accesibilidad a los diferentes tamafios de poros en la superficie de
la fase estacionaria. Los sistemas que constan de fases estacionarias polares y
fases mdviles no polares se describen como de fase normal, mientras que, por €l
contrario, cuando se emplean fases moviles polares y fases estacionarias no
polares se denomina cromatografia en fase reversa (Lough y Wainer, 1996).

El disefio de las columnas para cromatografia de liquidos tiene un doble
proposito, el primero separa los solutos individuales apartados por las diferentes
fuerzas moleculares que se producen entre los solutos y las dos fases, en
segundo lugar, limita la dispersién o difusién de cada banda de soluto a fin de
ser separados uno de otro, que van eluyendo discretamente (Medina, 2008).
2.2.1.3.1.1. Seleccion de la columna

Una buena cromatografia con fases méviles interactivas, requieren de un
equilibrio adecuado entre las fuerzas intermoleculares existentes entre los tres
participantes activos en el proceso de la separacion: el soluto, la fase moévil y la
fase estacionaria. En este caso, la fase estacionaria a menudo no puede
competir efectivamente por los componentes de la muestra. En resumen, si se
quieren obtener buenas separaciones en un tiempo razonable, las polaridades
del soluto, de la fase moévil y de la fase estacionaria se han de armonizar
cuidadosamente. Sin embargo, las teorias que relacionan las interacciones de la
fase mévil y de la fase estacionaria con una serie determinada de componentes
de una muestra son imperfectas, y en el mejor de los casos, un cientifico sélo
puede elegir la fase estacionaria de manera general. Una vez hecha la eleccion,

ha de realizar una serie de ensayos tentativos obteniendo los cromatogramas



con varias fases moviles hasta que se llegue a una separacion satisfactoria
(Skoog y Leary, 1994).

2.2.1.3.1.2. Seleccion de la fase movil

En cromatografia de liquidos el factor de capacidad k' se puede manipular
facilmente, debido a que este pardmetro depende considerablemente de la
composicion de la fase movil, todo esto con la finalidad de mejorar la resolucién
de una columna cromatografica. Para- una eficiencia optima, k' deberia estar en
el intervalo comprendido entre dos y cinco; sin embargo para mezclas complejas,
ese intervalo se ha de extender tal vez de 0,5 a 20 para que todos los picos de
los componentes tengan tiempo de aparecer (Skoog y Leary, 1994).

2.21.3.2. Bomba

El sistema de bombas puede ser considerado como el corazén del HPLC; las
caracteristicas de funcionamiento y rendimiento de la bomba fundamentaimente
definen y limitan el tipo de separaciones que pueden ser realizadas; las
caracteristicas mas importantes son: a) la reproducibilidad de caudal, b) el rango
de caudal, ¢) la estabilidad de la presion (Cazes, 2005).

- 2.2.1.3.3. Inyectores

La muestra a analizar debe ser introducida en la fase moévil, una valvula de
inyeccion adecuadamente disefiada y utilizada de manera correcta, asegura
maxima eficiencia durante la cromatografia. Hoy en dia la inyeccion manual es
poco frecuente y solo es justificado cuando la cantidad de muestra es limitada; la
utilizacién de inyectores automaticos faciita la transferencia de muestras y el
procesamiento automatico de variables operativas como el control de volumen,
numero de inyecciones, el intervalo entre las inyecciones, ciclos de enjuague de
las muestras; suprimiendo factor del error humano y mejorando la precision del

método (Lough y Wainer, 1966).
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2.2.1.3.4. Detectores

El propésito de un detector en un sistema de HPLC es identificar la presencia de
componentes de interés del eluyente proveniente de la columna del HPLC. El
analito es reconocido por interacciones fisicoquimicas como por ejemplo la de
absorbancia de radiacion UV en una cierta longitud de onda (Lough y Wainer,
1996).

2.2.1.3.5. Sistemas de toma y procesamiento de datos

Para toma de datos, procesamiento de datos y el reporte, el uso de un sistema
informatico integrado es esencial. Este sistema integrado, recibe y aimacena la
sefial de los detectores e imprime cromatogramas compietos, e incluso controla
la mayoria de variables operativas como seleccion de muestras, valvulas de
muestreo, condiciones del detector, entre otros; simplificando el trabajo tedioso
de una seleccion manual de las condiciones operativas cromatogréficas; con el
objetivo de obtener el cromatograma con fracciones separadas e identificadas de
cuya interpretacion puede extraerse conclusiones cualitativas y cuantitativas de
- mezclas complejas (Fauli, 1996).

2.2.1.4. Parametros cromatograficos

2.2.1.4.1. Tiempo de retencion (tR)

Se define como el tiempo transcurrido entre la inyeccion de la muestra y la
aparicion de la respuesta maxima. Los tiempos de retencion cromatograficos son
caracteristicos de los compuestos que representan, pero no son Unicos. La
coincidencia de los tiempos de retencion de una muestra y de una sustancia de
referencia puede usarse como un criterio parcial en la construccién de un perfil
de identidad, pero es insuficiente por si misma para establecer la identidad. Los
tiempos de retencion absolutos de un compuesto dado varian de un

cromatograma al siguiente (USP 35, 2012).
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Cada analito especifico esta representado por un pico en el cromatograma; estos
picos son simétricos y se asemejan a una curva de distribucibn normal tipo
Gaussiana. La distancia maxima del pico desde el punto de inyeccién,
expresado en unidades de tiempo se llama tiempo de retencién (tR). El tiempo
de retencibn de analito es dependiente del caudal de fase mévil; a mayor
velocidad del caudal de flujo, mas pequefio es el tiempo de retencién de analito
(Dong, 2006).

2.2.1.4.2. Tiempo muerto (t.)

Es el tiempo requerido por un compuesto inerte para migrar desde la inyeccién
en la columna sin retraso por la fase estacionaria. Por consiguiente, el tiempo
muerto es idéntico con el tiempo de residencia del compuesto en la fase movil,
mostrando como un pico de aire o de componente no retenido, con la escala de
la linea en minutos (Dong, 2006).

2.2.1.4.3. Factor de retencion (K)

La retencién del analito se compone de dos partes: 1) El tiempo que el analito
eluye en la fase movil, 2) el tiempo que el analito es retenido en ila fase
estacionaria. La diferencia entre el tiempo total de retencién (tR) y el tiempo de
demora, se denomina tiempo de retencién reducido (t'R), y la correspondiente
diferencia entre el volumen de retencién del analito y el volumen muerto se llama
volumen de retencion neta (V'R).

La relacién entre el volumen de retencién reducido y del volumen muerto da un
parametro adimensional llamado factor de retencién, (K) llamado también factor
de capacidad {Dong, 20086).

2.2.1.4.4. Selectividad (a)

La capacidad del sistema cromatografico para discriminar diferentes analitos se

llama selectividad (a). La selectividad se determina como la relacién de los
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factores de retencion de dos analitos, o la relacion de los tiempos de retencion
reducida (Katz, 1998).
La retencién relativa describe la capacidad de un sistema cromatografico de
discriminar entre dos compuestos; es independiente de la longitud de columna y
la velocidad de flujo; por el contario es dependiente de la temperatura y las
propiedades de la fase moévil y la fase estacionaria (Katz, 1998).
2.2.1.4.5. Eficiencia (N)
La eficiencia es la medida del ensanchamiento de cinta cromatografica y el
nimero de los blatos tedricos (N) en la columna y por lo general es calculada
usando la ecuacion siguiente:

N = 16(tr/W)*
Donde:
tr . tiempo de retencion de la sustancia.
W : ancho del pico en su base, que se obtiene extrapolando los lados

relativamente rectos hasta la linea de base.

. tz I

Retention time

- »

peak width

Grafica 01. Representacion esguematica de las mediciones de eficiencia

(Numero de platos teéricos en la columna) (Valls y del Castillo, 1998).
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El numero de los platos tedricos caracteriza la calidad de la columna y los

fenémenos de transferencia de masas. Valores grandes para N califican la

columna para separar mezclas complejas (Valls y Del Castillo, 1998).

2.2.1.4.6. Resolucion (R)

La resolucién (R) esta definida como la proporcion de la distancia entre dos picos

-a la anchura media de los mismos y este descriptor abarca tanto eficacia como

selectividad (Dong, 2006).

2.3. Validacion de métodos analiticos

2.3.1. Definicién

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

procedimiento analitico conducira, con un alto grado de seguridad, a la obtencion

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

previamente establecidos (Castro y Col., 2001).

2.3.2. Objetivos de la validacién

El objetivo de la validacién de un meétodo analitico es dejar evidencia, mediante

documentacién, del cumplimiento de las condiciones de exactitud, precision y

confiabilidad, asi como de la integridad y recuperabilidad de los resultados de los

ensayos efectuados. De este modo queda demostrado que se puede confiar en

un método para producir el resultado esperado dentro de limites definidos

(Castro y Col., 2001).

2.3.3. Razones que justifiquen la validaciéon de métodos analiticos

o Demostrar que los métodos son adecuados a los analisis propuestos en las
condiciones descritas, la validacién es la herramienta que permite obtener
las pruebas documentales al respecto.

o La validaciéon es también un paso o requisito previo de los procesos de

transferencia de métodos analiticos.
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« Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados,
lo cual a su vez minimizar el nimero de fallas y repeticiones.

e Trabajar con métodos validados permite no solo e conocimiento del método
analitico sino también cumplir con las exigencias legales tanto del registro
de especialidades farmacéuticas como de las Buenas Practicas de
Laboratorio con €l fin de asegurar la calidad y eficacia del producto (Castro y
Col, 2001).

2.4. Parametros de validacion de métodos analiticos

Las caracteristicas de desempefio de un método analitico se expresan en

funciéon de los parametros analiticos. Estos parametros analiticos considerados

en la validacién son los siguientes:

2.4.1. Precision

La precision de un método analitico es el grado de concordancia o de dispersiéon

de los resultados de la prueba, cuando el procedimiento se aplica repetidamente

a muestras muitiples de una muestra homogénea. Es la medida de cuan cerca

estan los valores unos de otros para un nomero de mediciones bajo las mismas

condiciones analiticas. La precision de un método analitico generaimente se

expresa como la desviacidén estandar relativa (RSD) cuyo valor debe ser menor o

igual al 2% para analisis por HPLC (Coeficiente de Validacion).

Los resultados se acompafian del valor medio, desviacién estandar que debe ser

menor o igual al 2%, coeficiente de variacion e intervalo de confianza del valor

medio (Castro y Col,, 2001), cuya ecuacion es:
S
%CV = ;x 100

Donde:
x : Media de los resultados

s : Desviacion estandar
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n : Nimero de mediciones
La ICH (International Conference of Harmonization), ha utilizado tres
componentes para definir la precision:(USP 35, 2012)
2.4.2. Repetibilidad
Expresa la precisién del método de analisis cuando es realizado por un mismo
analista bajo condiciones iguales como equipo, reactivo e intervalos de tiempo.
La repetibiidad mide las variaciones dentro de un mismo laboratorio. Se
determina analizando un numero significativo de muestras tomando de un lote
homogéneo (USP 35, 2012).
2.4.3. Precision intermedia
Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la
misma muestra pero en condiciones diferente (diferente analista, diferente
aparato, diferentes dias) en un mismo laboratorio (USP 35, 2012).
2.4.4. Reproducibilidad
Expresa la precision del método de analisis cuando es realizado por diferentes
analistas y bajo condiciones ligeramente diferentes, tales como distintos
laboratorios, reactivos de distintas marcas, equipo de trabajo diferente, etc. La
reproducibilidad mide las desviaciones interlaboratorios y se determina
analizando un ndmero significativo de muestras, tomadas de un lote homogéneo,
en diferentes laboratorios, por distintos analistas y utilizando distintos equipos,
aplicando el mismo procedimiento analitico (Castro y Col., 2001).
2.4.5. Exactitud
La exactitud de un método analitico es la proximidad entre los resuitados
obtenidos por ese método y el valor verdadero. La exactitud puede a menudo
expresarse como un porcentaje de recuperacion, por medio de la valoracién de
cantidades conocidas agregadas de analitos. Representa el grado en que un

método analitico es exacto para los fines propuestos. Para e analisis de un
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producto farmacéutico la exactitud es evaluada por el analisis de una mezcla con
cantidades conocidas de componentes.

Entre los procedimientos para determinar la exactitud de un método de analisis
cabe citar: comparar el método propuesto con otro cuya exactitud haya sido ya
establecida; comprobar este parametro, utilizando como muestra un patron de
calidad certificada; aplicar ‘el método analitico a una muestra o mezcla de
- excipientes a las que se afaden cantidades conocidas de un analito, mediante
este Ultimo método se agregan cantidades conocidas de analito o mezcia de
excipientes, tanto por encima como por debajo del nivel normal previsto. A partir
de ios resuitados obtenidos luego de aplicar el método propuesto, se calcula la
exactitud como el porcentaje de analito recuperado por medio de la valoracién

mediante la siguiente férmula (Castro y Col., 2001).

X
%R =%X100

Donde:
%R : Porcentaje de recuperacion
X : Cantidad de analito hallado

Xa : Cantidad de analito afadido

Donde el RSD de la cantidad de analito afadido con la cantidad de analito
recuperado debe ser menor al 2 %. Se procede segun el test “T” de student; El
criterio de aceptacion es si el “T* experimental es menor al “T" de las tablas, para
(n-1) grados de libertad y un nivel de significacion del 856 % (p=0,05), entonces
no existe diferencia significativa entre la recuperacién media y la cantidad de
analito afiadido. El “T" experimental se calcula mediante la siguiente férmula
(Castro y Col., 2001):

/100 =R/ n
for = T yw
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Donde:

R : Porcentaje de Recuperacion Promedio de todos jos datos

n : Numero de datos o mediciones.

RSD : Desviacion estandar relativa o coeficiente de variaciéon del total de
mediciones.

2.4.6. Selectividad

Capacidad de un método analitico para medir y/o identificar simultaneamente o
separadamente analitos de interés, de forma inequivoca, en presencia de otras
sustancias quimicas que puedan estar presentes en la muestra (Castro y Col,,
2001).

La presencia de interferencias puede tener distintos efectos en la determinacion
del analito como: imposibilitar su inequivoca identificacion (aparicién de faisos
positivos), distorsionar la respuesta del analito (afecta normalmente a la
pendiente y ordenada en el origen de la recta de calibracion). Este efecto puede
delatar la presencia de interferencias desconocida, aunque también puede ser
consecuencia de recuperaciones no lineales (Castro y Col., 2001).

El estudio de la selectividad es uno de los parametros de mayor importancia
dentro de la validacién de un método analitico. Atendiendo a criterios técnicos,
se deberia establecer, en cada caso, hasta que punto se debe buscar -
interferencias (con excipientes, impurezas y productos de degradacioén), debido a
la imposibilidad de reflejar todas las situaciones y consideraciones posibles
(Castro y Col.,, 2001).

2.4.7. Limite de deteccion

El limite de deteccion es un parametro de pruebas de limite. Es la concentracion
mas baja de analto que pueda detectarse, pero no necesariamente
cuantificarse, bajo las condiciones experimentales establecidas. De esta manera,

las pruebas de limites solamente fundamentan que la concentracién del analito -
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estd por encima o por debajo de un nivel de seguridad. Este parametro hace
referencia a la minima concentraciéon del compuesto en estudio que es posible
detectar con certeza, es decir que se puede diferenciar la respuesta dado por un
blanco, el cual contiene todos los componentes de la muestra menos el
compuesto de estudio (Castro y Col., 2001).

2.4.8. Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion es un pardmetro de las valoraciones cuantitativas de
compuestos que se encuentran en baja concentracién en la matriz de una
muestra, como por ejemplo impurezas en materias primas y productos de
degradacion en productos terminados. Se define como la minima concentracion
del analito que puede determinarse con precisioén y exactitud aceptable en una
muestra, bajo las condiciones establecidas (Castro y Col., 2001).

2.4.9. Linealidad

La linealidad de un método analitico es su capacidad de producir resultados que
son directamente proporcionales o mediante una transformacion matematica
bien definida se convierten directamente proporcionales a la concentracion de
analito dentro de un intervalo dado. La linealidad generaimente se expresa en
funcién de la varianza alrededor de la pendiente de la recta de regresion
calculada, segun una relacion matematica establecida, a partir de los resultados
obtenidos mediante el analisis de muestra con diferentes concentraciones de
- analito, (Castro y Col, 2001). Esta relacion matematica se expresa de la

siguiente manera:
Y=bX+a
Dénde:
x :La concentracién del analito

y :Valor de la respuesta en el area del pico cromatogréfico
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b :Valor de la pendiente de la recta

a :Valordel intercepto de la rectaconeleje Y
2.4.10. Robustez
La guia ICH, Q2A define la robustez de un método analitico como la medida de
su capacidad para permanecer inalterado ante pequefias pero deliberadas
variaciones en ciertos parametros, proporcionando idea de su fiabilidad o
. “estabilidad” durante su empleo en rutina. Es por tanto la capacidad que
demuestra el procedimiento de andlisis para proporcionar resultados validos en
presencia de pequefios cambios respecto a las condiciones descritas en el
método, susceptibles de producirse durante su utilizacion (Castro y Col., 2001) y
(USP 35,2012).
2.5. Adapaleno
El adapaleno (C;Hzs03) es un derivado retinoide, que en modelos de
inflamacién in vitro e in vivo ha demostrado tener potentes propiedades
antiinflamatorias; el adapaleno es esencialmente estable al oxigeno y a la luz y
" es quimicamente no reactivo (Weston y Lane, 2008).
£Es un nuevo derivado del acido naftoico cuya caracteristica principal es una
notable estabilidad quimica y fotoestabilidad, un alto punto de fusion
proporcionado por su funcién adamantil y una ausencia de color u olor. La
funcion adamantil le proporciona gran afinidad por los lipidos cutaneos.
Su ingrediente activo principal viene en una suspensién micronizada en vehiculo
acuoso, por lo tanto es muy bien tolerada y le da al gel un aspecto cremoso.
Tiene una capacidad humectante agregada por la presencia de propilenglicol al
4 % (Weston y Lane, 2008).
2.5.1. Mecanismo de accién
Debido a la afinidad selectiva por los receptores gama presentes en la epidermis

y la localizacion preferencial de estos receptores en las células que participan en

20



la diferenciacibn terminal, el adapaleno actia especificamente en Ia
diferenciacién queratinocitica terminal que estd muy alterada en las lesiones de
acné (Herane, 1996).

La accién antiinflamatoria la ejerce mediante una inhibiciéon de la migracién de
leucocitos polimorfonucleares, actividad comparable a la indometacina, valerato
de betametasona y claramente superior de la tretinoina e isotretinoina (Herane,
1996). El adapaleno a diferencia de la isotretinoina no se une a la proteina
citosolica de union al acido retinoico (CRABP). Esto unido a la selectividad por
los receptores gama proporcionaria una accién mas eficaz y con menos efectos
adversos que la tretinoina (Herane, 1996).

2.5.2. Farmacocinética

La absorcion a través de la piel humana es pequeia. En los estudios clinicos
realizados, raras veces se pudieron detectar el adapaleno en el plasma y tan
solo aparecen trazas después de una aplicacién crénica, estando el nivel de
deteccion del farmaco en 0.25 nanogramos/mL. Después de la administracion de
adapaleno marcado con ('«C) a ratas, conejos y perros, la radioactividad se
- distribuye en varios tejidos, encontrandose los niveles mas altos en el higado, el
bazo, las adrenales y los ovarios. El metabolismo en los animales de laboratorio
se lleva a cabo por O-desmetilacion, hidroxilacion y conjugacion, y la eliminacion
es por via biliar (Weston y Lane, 2008).

2.5.2. Propiedades fisico— quimicas

2.5.2.1. Descripcion

Es un polvo cristalino blanco ligeramente amarillo, con un punto de ebullicién
entre 318 °C y 326 °C (Bellido, 2010).

2.5.2.2. Solubilidad

Escasamente soluble en tetrahidrofurano y muy escasamente soluble en

dietileter (Bellido, 2010).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION
El presente trabajo se ejecuté entre los meses de setiembre del 2012 a marzo
del 2013, en los ambientes del departamento de Control de Calidad del Instituto
Quimioterapico S.A (IQFARMA), ubicado en el distrito de Ate Vitarte de la regién
de Lima.
3.2, DISENO DE INVESTIGACION
3.2.1. Tipo de estudio: Descriptivo
3.2.2.Poblacion: Pilotos de alviera 0,1 % ® crema toépica (Adapaleno)
desarrollados en el area de Investigacion y Desarrollo del Instituto
Quimioterapico S.A. (IQFARMA) de la regién de Lima.
3.2.3. Muestra: Un piloto de alviera 0,1 % ® crema topica (Adapaleno)
desarrollado en el area de Investigacion y Desarrollo del Instituto Quimioterapico
S.A. (IQFARMA) de la regién de Lima.
3.3. EQUIPOS , MATERIALES Y REACTIVOS
3.3.1. EQUIPOS
o HPLC AGILENT 1200

Degasser : G1379A Serial# JP 40725027

ISOPUMP  : G1379A Serial# DE 43608076

ALS : G1379A Serial # DE 33230296



COLCOM : G1379A Serial# DE 43648493
Sonicador

Columna Cromatografica : LiChrospher ® 100
4,.0mm.

Bomba de vacio para filtrar solventes.

Balanza analitica.

Barfo maria.

. MATERIALES

Probetas de 100 y 1000 ml
Fiolas de 50,100 y 1000m!
Pipetas de ,2,3,4, 5y 6mL
Viales de 1mL para HPLC
Membranas de Nylon 0,2 pm
Jeringas vidrio

Bombilla

Viales de vidrio ambar
Varillas de vidrio

Gradillas

. REACTIVOS

Fase mévil:

Agua purificada

Acido fosférico

Metanol grado HPLC
Estandar de Adapaleno

Tetrahidrdfurano
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3.4. DISENO METODOLOGICO PARA LA RECOLECCION DE DATOS
3.4.1. PROCEDIMIENTO ANALITICO |

Fase movil:

Se preparo una mezcla de metanol: agua purificada: acido fosforico (900:100:1)
en una probeta de 1000 mL. Luego se filtr6 por membrana de nylon de 0,2 pm
de porosidad, finalmente se desgasifico en vacio por tres minutos. .

Preparacion del estandar:

Se peso aproximadamente 20,0 mg de adapaleno estandar de referencia, luego
se transfirio a una fiola de 100 mlL, se adicion6 60 mL de tetrahidrofurano,
mezclé y sonicé por 10 minutos, luego se enfri6 a temperatura ambiente, se
completé a volumen con tetrahidrofurano y mezclé. Luego se transfiri6 10,0 mL
a una fiola de 100 mL y llevé a volumen con fase mbvil. Se fiitré por membrana
de nylon de 0,2 um de porosidad. (Concentracién aproximada: 0,02 mg/mL).
Preparacion de la muestra:

Se peso una cantidad equivalente a 20,0 mg de adapaleno (aproximadamente
2,0 g de muestra) en una fiola de 100 mL, se agregé 10 mL de tetrahidrofurano,
se mezcld y colocé en bafio maria a 60 °C durante 15 minutos y luego se
procedio a sonicar por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura ambiente, se
completé a volumen con fase movil y mezclié. Se llevé a bafio de hielo durante
10 minutos. Se fitro a través de una membrana de nylon de 0,2 pm de
porosidad. (Concentracioén aproximada: 0,02 mg/mL).

Condiciones cromatograficas:

Longitud de onda 1254 nm

Flujo : 1,5 mL/min

Volumen de inyeccién 120 uL

DSRiny : No mayor de 2,0 %
Temperatura : Mantener el horno a 30 °C
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3.4.2. DESARROLLO DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

Los pardmetros a estudiar en la validacién del método analitico son los
siguientes:

3.4.2.1. Linealidad

Para su determinacibn se prepar6 una serie de cinco soluciones a
concentraciones de 0,010 mg/mL, 0,015 mg/mL, 0,020 mg/mL, 0,025 mg/mL y
0,030 mg/mL correspondientes a 50 %, 75 %, 100 %, 125 % y 150 %
respectivamente, para el cual se tomé a 0,020 mg/mL como concentracién de
referencia equivalente al 100 %. Este estudio se realizd para el estandar.
Linealidad del estandar:

Preparacion de la solucion madre

Se pes6 25,0 mg de adapaleno estandar de referencia, luego se transfirid a una
fiola de 100 mL, se adicion6é 60 mL de tetrahidrofurano, se mezcld, sonicd por 10
minutos y luego se enfri6 a temperatura ambiente. Finalmente se complet6 a
volumen con tetrahidrofurano y mezcld (Concentracion aproximada: 0,25
mg/mL),

Estandar 1 al 50 %: de la solucion madre se transfirio 2,0 mL a una fiola de 50
mL, se homogeniz6é y se llevé a volumen con [a fase mévil (Concentracion
aproximada: 0,010 mg/mL).

Estandar 2 al 75 %: de la solucion madre se transfirio 3,0 mL a fiola de 50 mL,
se homogenizdé .y se llevd a volumen con [a fase mdvil (Concentracion
aproximada: 0,015 mg/mL).

Estandar 3 al 100 %: de la solucion madre se transfirio 4,0 mL a fiola de 50 mL,
se homogenizé y se llevé a volumen con la fase mévil (Concentracién

aproximada: 0,020 mg/mL).
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Estandar 4 al 125 %: de la solucién madre se transfirid 5,0 mL a fiola de 50 mL,
se homogenizé y se llevé a volumen con Ia fase mévil (Concentracién
aproximada: 0,025 mg/mL).

Estandar 5 al 150 %: de la solucién madre se transfiri6 6,0 mL a fiola de 50
mL, se homogenizé y se llevé a volumen con Ila fase mdvil (Concentracion
aproximada: 0,030 mg/mL).

3.4.2.2. Exactitud:

Se prepard tres muestras (placebo mas analito) a concentraciones de 80 %, 100
%y120%.

Preparacion de solucion estandar al 100% (0,02mg/mL)

Se pesé aproximadamente 19,1 mg del estandar Adapaleno estandar de
referencia, se transfiri6 a una fiola de 100 mlL, se adicioné 60 mL de
tetrahidrofurano, se mezcl6, sonicé por 10 minutos y luego se enfrié a
temperatura ambiente, finaimente se compietd a volumen con tetrahidrofurano y
mezclé. Se transfirié 10,0 mL a una fiola de 100 mL, se homogenizé y lievé a
volumen con fase mévil (Concentracion aproximada: 0,020 mg/mL).

Preparacion de la solucion muestra a concentraciones de 80 %, 100 % y
-120%

Para el estudio de este parametro se preparé una serie de soluciones de
concentraciones al 80 %,100 % y 120 % de adapaleno por triplicado para
obtener el coeficiente de variacién de cada concentracion.
Muestra con el 80% del estandar de adapaleno

Se pesd aproximadamente 2,0 g de placebo y luego se adicioné 16,0 mg de
estandar de adapaleno, el que se transfirié a una fiola de 100 mL, se agregé
10 mL de tetrahidrofurano, se mezclé y colocd en bafio maria a 60 °C durante 15
minutos y se sonitizdé por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura ambiente, se

completé a volumen con fase moévil y mezcld. Se llevd a bafio de hielo durante
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10 minutos. Se fitr6 a través de una membrana de nylon de 0,2 ym de porosidad
(Concentracién aproximada: 0,016 mg/mL).

Muestra con el 100% del estandar de adapaleno

Se pes6 aproximadamente 2,0 g de placebo y luego se adicion6 20,0 mg de
estandar de adapaleno, el que se transfirid a una fiola de 100 mL, se agregé
10 mL de tetrahidrofurano, se mezclé y coloc6 en bafio maria a 60 °C durante 15
minutos y se sonitizé6 por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura ambiente, se
completé a volumen con fase mévil y mezclé. Se llevé a bafio de hielo durante
10 minutos. Se fitr6 a través de una membrana de nylon de 0,2 ym de
porosidad. (Concentracion aproximada: 0,016 mg/mL).

Muestra con el 120% del estandar de adapaleno

Se pes6 aproximadamente 2,0 g de placebo y luego se adiciond 24,0 mg de
estandar de adapaleno, el que se transfiri6 a una fiola de 100 mL, se agregé
10 mL de tetrahidrofurano, se mezcl6 y colocé en bafio maria a 60 °C durante 15
minutos y se sonitizé6 por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura ambiente, se
completé a volumen con fase mévil y mezclé. Se llevé a bafio de hielo durante
10 minutos. Se fitr6 a través de una membrana de nylon de 0,2 ym de
porosidad. (Concentraciéon aproximada: 0,016 mg/mL).

3.4.2.3. Precision

3.4.2.3.1. Repetibilidad

Preparacion del estandar

Se peso aproximadamente 20,0 mg de adapaleno estandar de referencia, luego
se transfirid a una fiola de 100 mL, se adicioné 60 mL de tetrahidrofurano, se
mezclé y sonicé por 10 minutos, luego se llevé a temperatura ambiente, se
completé a volumen con tetrahidrofurano y mezclé. Luego se transfiri6 10,0 mL
a una fiola de 100 mL, se llevé a volumen con fase mévil. Se fitré por membrana

de nylon de 0,2 pm de porosidad (Concentracion aproximada: 0, 02 mg/mL).
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Preparacion de la muestra

Para determinar este parametro se tomé seis muestras a 0,020 mg/mL como
concentracidon de referencia equivalente al 100 %, para lo cual se pesé
aproximadamente 2,0 g de muestra, se transfiri6 a una fiola de 100 mL, se
agreg6é 10 mL de tetrahidrofurano, se mezcl6 y colocd en bafio maria a 60 °C
durante 15 minutos y se sonitizé6 por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura
ambiente, completd a volumen con fase mévil y mezclé. Se llevo a bafio de hielo
durante 10 minutos. Se filtré a través de una membrana de nylon de 0,2 pm de
porosidad.

3.4.2.3.2. Precision Intermedia

Preparacion del estandar

Se peso6 aproximadamente 20,0 mg de adapaleno estandar de referencia, luego
‘'se transfirio a una fiola de 100 mL, se adicioné 60 mL de tetrahidrofurano, se
mezclé y sonicé por 10 minutos, luego llevar a temperatura ambiente, se
completd a volumen con tetrahidrofurano y mezclé. Luego se transfirio 10,0 mL
a una fiola de 100 mL, se llevd a volumen con fase movil. Se filtré por membrana
de nylon de 0,2 pm de porosidad. (Concentracion aproximada: 0,02 mg/mL).
Preparacion de la muestra

Para determinar este parametro se tomé seis muestras a 0,020 mg/mL como
concentracion de referencia equivalente al 100 %, para lo cual se peso
aproximadamente 2,0 g de muestra, se transfirio a una fiola de 100 mL, se
agregdé 10 mL de tetrahidrofurano, se mezcld y colocd en bafio maria a 60 °C
durante 15 minutos y se sonitizé por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura
ambiente, completé a volumen con fase mdvil y mezcld. Se llevé a bano de hielo
durante 10 minutos. Se filtré a través de una membrana de nylon de 0,2 ym de

porosidad. En este caso se procedi6 la evaluacion con diferentes analistas.
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3.4.2.4. Robustez

Preparacion del estandar

Se pes6 aproximadamente 20,0 mg de adapaleno estandar de referencia, luego
se transfirio a una fiola de 100 mL, se adiciondé 60 mL de tetrahidrofurano, se
mezclé y sonicé por 10 minutos, luego llevar a temperatura ambiente, se
completé a volumen con tetrahidrofurano y mezclé. Luego se transfirié 10,0 mL
a una fiola de 100 mL, se llevé a volumen con fase moévil. Se filtré por membrana
de nylon de 0,2 ym de porosidad. (Concentracién aproximada: 0,02 mg/mL).
Preparacion de la muestra

Se prepar6 dos muestras a una concentracion 0,020 mg/mL como concentracion
de referencia equivalente al 100 %, para lo cual se pesé aproximadamente 2,0 g
. de muestra, se transfiri®6 a una fiola de 100 mL, se agregé 10 mL de
tetrahidrofurano, se mezclé y colocé en bafio maria a 60 °C durante 15 minutos y
se sonitizd por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura ambiente, completo a
volumen con fase mévil y mezcld. Se llevo a bafio de hielo durante 10 minutos.
Se filtré a través de una membrana de nylon de 0,2 pm de porosidad. Luego se
procedié a cromatografiar utilizando un flujo de 0,75 mL/min.

3.4.2.5. Selectividad

Se prepar6é evaluando cada excipiente, el placebo y la muestra con el estandar

y asi se determind el tiempo de retencion de cada excipiente:
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TABLA 01: Cantidad de activo y excipientes para la terminacion de la

selectividad.

Materia prima Cantidad: 100 kg Cantidad: 250 g |
Adapaleno 0,10000 Kg | 0,1 mg
Acido fosférico ‘ 0,15000 L 0,0027 mL
Alcohol bencilico 0,96000 L 0,0192 mL
Propilenglicol 9,61000 L 0,1922 mL
Macrogol cetoestearilico 225000 Kg 45,04 mg |
Alicohol Cetoestearilico 7,20000 Kg 144 mg
Aceite mineral liviano 6,00000 Kg 120 mg
Petrolato blanco 15,00000 Kg 300 mg |
Sodio fosfato dibasico anhidro 0,26500 Kg 5,28 mg
Lutrol F68 0, 100000 Kg 2,00 mg

Preparacion del esta’mdarw

Se pes6 aproximadamente 20,0 mg de estandar adapaleno, se transfiri6 a una
fiola de 100 mL y adicion6 60 mL de tetrahidrofurano, se mezclé y sonicé por 10
minutos, se completé a volumen con tetrahidrofurano y mezclé. Se transfiri6
10,0 mL a una fiola de 100 mL, se homogenizé y llevé a volumen con la solucién
diluyente (Concentracién aproximada: 0,020 mg/mL).

Preparacion de la muestra con activo

Se pes6 aproximadamente 2,0 g muestra en una fiola de de 100 mL, se agregé
10 mL de tetrahidrofurano, se mezclé y coloc6 en bafo maria a 60 °C durante 15
minutos y se sonitizé por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura ambiente, se
completé a volumen con fase moévil y mezclé. Luego se llevé a bafio de hielo
durante 10 minutos, se fitré6 a través de una membrana de nylon de 0,2 ym de
porosidad.

Preparacion del placebo

Se peso6 aproximadamente 2,0 g de placebo en una fiola de 100 mL, se agreg6
10 mL de tetrahidrofurano, se mezclé y colocé en bafio maria a 60 °C durante 15

minutos y se sonitizé por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura ambiente, se
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completé a volumen con fase movil y mezcld. Luego se llevd a bafio de hielo
durante 10 minutos, se fitré6 a través de una membrana de nylon de 0,2 um de
porosidad.

Preparacion de los excipientes

Adapaleno: Se pes6 2,0 mg de estandar adapaleno en una fiola de 100 mL, se
agregé iO mbL de tetrahidrofurano, se mezclé y colocd en bafio maria a 60 °C
durante 15 minutos y se sonitizé por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura
ambiente, se completé a volumen con fase movil y mezclé. Luego se llevé a
bafio de hielo durante 10 minutos, se filtré a través de una membrana de nylon
de 0,2 ym de porosidad.

Acido fosférico: Se midié 0,0027 mi de acido fosforico en una fiola de 100 mL,
se agregé 10 mL de tetrahidrofurano, se mezclo y coloco en bafio maria a 60 °C
durante 15 minutos y se sonitizd por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura
ambiente, se completé a volumen con fase mévil y mezclo. Luego se llevé a
bafio de hielo durante 10 minutos, se fitré6 a través de una membrana de nylon
de 0,2 pm de porosidad.

Alcohol bencilico: Se midié 0,0192 mbL de alcoho! bencilico en una fiola de 100
mt, se agregé 10 mL de tetrahidrofurano, se mezcld y colocod en bafio maria a
60 °C durante 15 minutos y se sonitizé por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura
ambiente, se completé a volumen con fase movil y mezclé. Luego se lievo a
bafio de hielo durante 10 minutos, se filtr6 a través de una membrana de nylon
de 0,2 ym de porosidad.

Propilenglicol: Se midié 0,1922 mbL de propilenglicol en una fiola de 100 mL,
se agregé 10 mL de tetrahidrofurano, se mezclié y colocé en bafio maria 60 °C
durante 15 minutos y se sonitizdé por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura

ambiente, se completé a volumen con fase mévil y mezclo. Luego se llevé a
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bafio de hielo durante 10 minutos, se fitré6 a través de una membrana de nylon
de 0,2 ym de porosidad.

Macrogol cetoestearilico: Se pesé 4504 mg de macrogol cetoestearilico en
una fiola de 100 mL, se agregd 10 mL de tetrahidrofurano, se mezclé y colocé
en bafio maria a 60 °C durante 15 minutos y se sonitizé por 10 minutos. Se
enfri6 a temperatura ambiente, se completé a volumen con fase mévil y mezclo.
Luego se llevé a baiio de hielo durante 10 minutos, se filtré a través de una
membrana de nylon de 0,2 pm de porosidad.

Alcohol cetoestearilico: Se pesé 144,0 mg de alcohol cetoestearilico en una
fiola de 100 mL, se agregdé 10 mL de tetrahidrofurano, se mezcldé y colocé en
bafioc maria a 60 °C durante 15 minutos y se sonitizé6 por 10 minutos. Se enfrié a
temperatura ambiente, se completé a volumen con fase mévil y mezclé. Luego
se llevd a bano de hielo durante 10 minutos, se fitré a través de una
membrana de nylon de 0,2 um de porosidad.

Aceite mineral liviano: Se pes6 120,0 mg de aceite mineral liviano en una fiola
de 100 mL, se agreg6 10 mL de tetrahidrofurano, se mezclé y colocé en baro
maria a 60 °C durante 15 minutos y se sonitizé6 por 10 minutos. Se enfrié6 a
temperatura ambiente, se completé a volumen con fase mévil y mezclé. Luego
se llevé a bafio de hielo durante 10 minutos, se ﬁltr'é a través de una
membrana de nylon de 0,2 um de porosidad.

Petrolato blanco (vaselina soélida). Se pesé 300,0 mg de petrolato blanco en
una fiola de 100 mL, se agregd 10 mL de tetrahidrofurano, se mezclé y colocé en
bafio maria a 60 °C durante 15 minutos y se sonitiz6 por 10 minutos. Se enfrié a
temperatura ambiente, se completé a volumen con fase movil y mezclé. Luego
se llevd a bafio de hielo durante 10 minutos, se fitré a través de una membrana

de nylon de 0,2 ym de porosidad.
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Sodio fosfato dibasico anhidro: Se pes6 5,28 mg de sodio fosfato dibasico
anhidro en una fiola de 100 mL, se agregé 10 mL de tetrahidrofurano, se mezclé
y colocé en bafio maria a 60 °C durante 15 minutos y se sonitizé por 10 minutos.
Luego se llevé a baio de hielo durante 10 minutos, se filtré a través de una
membrana de nylon de 0,2 ym de porosidad.

Lutrol F68: Se peso 2,00 mg de lutrol F68 en una fiola de 100 mL, se agregé 10
mL de tetrahidrofurano, se mezclé y colocé en bafio maria a 60 °C durante 15
minutos y se sonitizé por 10 minutos. Se enfri6 a temperatura ambiente, se
completé a volumen con fase moévil y mezclé. Luego se llevé a bafio de hielo
durante 10 minutos, se fitrd a través de una membrana de nylon de 0,2 um de
porosidad.

3.5. ANALISIS DE DATOS

3.5.1. Linealidad

1. Calculo de la recta de regresion:

Ecuacion de la recta:

y=Dbx +a
Dénde:
X = concentracion del analito
y = respuesta (area del pico cromatografico)
a = término independiente
b = valor de la pendiente

1.1. Termino independiente:

y=b x _ 10472,40321 ~ 26082,25648x0,400969472
n - 20

a=y—bx =

= 0,7107
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1.2. Pendiente

XY

b = X—X y—y _ Xy n
x=x? 2 X2

n

0,400969472X10472,4032
236,1315237_ e

0,009042413- 2222222472

"

26082,2564
1.3. Coeficiente de correlacion “r”: Refleja el grado de relacion entre las

variables “X" (concentracion) y la "y’ (respuesta).

X_y
X=X y=y A
]' = e — =
X—X2 y-y? X2 Y2
n n
236 1315237 0,40096947:)(;0472,40321
= == = 0,9989

U,400906947/2 1047/2,40321
PSRN iRt M lhvsbvtiiciend

0,009042413
20

6167747,55~

1.4. Coeficiente de determinacion “r*”: Indica la proporcion de la varianza

total de “y".

sc sC
2= 2ZREG _— 2-REG
r <, =, 0,9979

Criterio de aceptacion: Ei coeficiente de correlacién minimo es de 0,995.
2. Test estadistico de la linealidad:
a. Significancia estadistica de la varianza (Sz) de la pendiente “b”:
« Test de hipétesis para la pendiente “b*:
Si: Ho: b=0
Ha:b#0

¢ Variancia residual

y’-a y—-b xy

2 _
Syx n-—2
_ 6167747,55 — 0,7107300 x 10472,40321— 26082,25648 x 236,1315237
- 20-2
= 81,1965
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Variancia de la pendiente

Sy 81,1963
0,400969472
20

— = 80906,2522

X% — 0,009042413 —

Desviacion estandar de la pendiente:

S = 80906,2522 = 284,4402

Desviacién estandar relativa de la pendiente:

Sh 284,43997
x 100

S - — e 00 = 56 9
bR =, 2608225648 ~ 100 = 109026 %

Limites de confianza de la pendiente:

ttabla
Sp

limeops = b £

Si: tana = 2,101, para n-2 grados de libertad con una probabilidad de p = 0,05
(grado de significacion del 95 %).

¥

im,r = 26082,25 — e = 2§ 6475
limjp¢ 82,25648 75123597 25484,647
li = 26082,25 + ————— = 26679,865
imgy, = 26082,25648 76243597 679,8654
Test de t:
b
texp = _S_l:
Dénde:
__ 26082,25648 _
Lexp = 284,43997 91,6368

Criterio de aceptacion: t.,,= 91,6968 > t,,,= 2,101 para n-2 grados de libertad
con una probabilidad de p = 0,05 (grado de significacion del 95 %), este valor
tan alto indica que la proporcionalidad de ser b # 0 es muy elevada igual al
91,70 % y Si fuera b = 0 significaria que la recta es paralela al eje de abscisas y

no habria regresién.
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b. Significancia estadistica de la proporcionalidad (intercepto) “a” :
Test de hipétesis para la pendiente “a”:
Si: Ho: a=d

Ha: a#0

e Variancia del término independiente:

x? Ssz,x %2
S2 =S¢ x = — % x—
X n
81,1963 0,009042413
= X
0,40 20
0,009042413 —- —05&59412
= 36,5794

* Desviacion estandar del término independiente:
S, = 36,5794 = 6,0481

e Desviacion estandar relativa del término independiente:

S, ,
= — = = 850, 9
oy, = = X 100 = 5274 X 100 = 850,979 %

+ Limites de confianza del intercepto:

ttabla

limeops =a
a

- Dénde: t., = 2,101, para n-2 grados de libertad con una probabilidad de

p = 0.05 (grado de significacion del 95 %)

’

1
= —11,9963

llminf = 0,7107300 — 6,0481

’

1
60481 13,4178

limgyp = 0,7107300 +
Test de t:

a

texp = g—
a
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Doénde:

t. = 07107300
exp 6,0481

= 0,1175

Criterio de aceptacion: t,,= 0,1175 < t,,,= 2,101 para n-2 grados de libertad
con una probabilidad de p = 0,05 (grado de significacion del 95 %), por tanto el
valor de “a” es aceptable, demostrando asi que la recta no es paralela a la
abscisa, rechazando asi la Ho = 0 y aceptando la Ha # 0.

c. Test estadistico del coeficiente de correlacién “r”:

Para: H,: r=0; H,: r # 0, para p=.05, n-2 grados de libertad.

Criterio de aceptacion: ‘I’ no debe ser significativamente diferente de 1.

Test de hipotesis para “r’:

Doénde:

_ 09989x 20-2
10,5989

= 64,8741

r

Criterio de aceptacién: Si: t > t.,. para n-2 grados de libertad con una
probabilidad de p = 0,05 (grado de significacion del 95 %, se rechaza la H,
entonces si hay correlacion entre “X” y “Y”, por tanto se acepta la H, cuando
tiapia= 2,101,

d. Coeficiente de variacion:

St
%CV = —x 100
Xt

Doénde:

%LCV : porcentaje del coeficiente de variacion.

S : desviacién estandar del area cromatograficas.
Xs : promedio de las areas cromatograficas.
%CV = 22942709 x 100 = 2,1416
T 26121.4445 — o
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Criterio de aceptacion: Coeficiente de variacién de los factores de respuesta

5%.

3.5.2. Exactitud

Calculo del factor del estandar:

Donde:
FSt
Wst

%pot

Calculo de la cantidad de analito hallado en cada una de las muestras:

Doénde:
Amp
Ast

Pst

Fst wst 5  9pot 100
= e X e X — — X
$t=100 “50” 100

: factor del estandar
: peso del estandar

: potencia del estandar

19,01 5 99,700

100 <50 <7100

Fst = x 100 = 1,895397

Amp x Pst

mg adapaleno = o

: érea reportada en el cromatograma, con la solucién muestra.
: area reportado en el cromatograma, con la solucién estandar.

: peso de estandar de adapaleno, expresado en miligramos.

<

Calculo del porcentaje de recuperacion de la cantidad de analito que hay

en la muestra:;

Donde:

X
= -x 100
X

: Porcentaje de recuperacién.
: Porcentaje hallado.

: Porcentaje agregado.
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Aplicacion del test de student “t*:

100 -R 1
texp = TpoR

f.. = .100-99,957 9
eXp 0,217

= 0,594

Criterio de aceptacion: Si to, < times para n-1 grados de libertad con una
probabilidad de p = 0,05 (grado de significacion del 95 %; esto significa que no
existe diferencia significativa entre la recuperacion media y la cantidad afiadida
de analito por lo que la exactitud es correcta, para t.. =2,306 (para 8 grados

de libertad al 95 % de significancia).

Aplicacion del test de Cochran:

6 = Shn
P sS2 4+ 5252

0,057 s
0,032 + 0,008 + 0,057 "854

Gexp =

Criterio de aceptacion: si Ge, < Giabias cuando p=0,05, k=3 y n=3 grados de
libertad donde k es el nimero de grupos y n el nimero de determinaciones por
grupo; significa que las variaciones de las tres concentraciones utilizadas son
equivalentes, es decir, que el factor concentracion no influye en la variabilidad de
los resultados, para Giuyss = 0,8709.

3.5.3. Precision

3.5.3.1. Repetibilidad

Calculo del factor del estandar:

wst 5  ¥pot
Fst = mmmm X e X

100 <50 X100 X 100

Donde:
FSt : factor del estandar

Wst : peso del estandar
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%pot : potencia del estandar

b L 2040 10 99,700
$t=T00 *7T00 ~ 100

x100 = 0,203388

Calculo del coeficiente de variacion:
S
°/oCV=)—(->< 100

Donde:
s : desviacion estandar.

x . media aritmética de los resultados.

%CV = ;{)’-}3—2—7 x 100 = 0,464

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion debe ser menor igual del 2
%.
3.4.4.2. Precision intermedia

Calculo del factor del estandar:

wst 5 Yot

FSt=——X=—X o X
St=100 %50 %10 < 100

Donde:
FSt : factor del estandar.
Wst : peso del estandar.

%pot ; potencia del estandar.

F t—20’40 10 29700 100 = 0,203388
=00 *To0 X100 X 0T

Calculo del coeficiente de variacion:
S
v oCV:;x 100

Donde:
s . desviacion estandar.

X : media aritmética de los resultados.
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%CV = Tg:% x 100=0,460

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion debe ser menor igual del 2
%.

3.5.4. Robustez:

Calculo del factor del estandar:

wst 5  %ppot
b= e X X ——
Fst=150 %50 <100 < 100

Donde:
Fst  : factor del estandar
Wst : peso del estandar
Yapot : potencia del estandar

b 2052 10 99,700
= ————— X —
St="00 * 100 * 100

x 100 = 0,2045844
Calculo del coeficiente de variacion cuando un flujo de 0,75 mL/min:
S
%CV = p x 100

Donde:
s :desviacion estandar.
x :media aritmética de los resultados.
0162

%CV = ————x 100 = 0,160
101.204

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacién debe ser menor igual del 2
%.

3.5.5. Selectividad:

Se comprueba la capacidad de la técnica analitica para medir exacta y
especificamente el analito sin interferencia de impurezas, procediendo a
cromatografiar el estandar, muestra con activo, placebo y cada uno de los

excipientes.
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Calculo del factor del estandar:

st—WSt X 10 X Yopot x 100
7100 T 100" 100
Donde:
FSt . factor del estandar

Wst  : peso del estandar

Yopot : potencia del estandar

20,40 10 99,
= e—tem X — X —786- X100 = 2,034
100 100 100

Fst

Criterio de aceptacion: El método debe ser selectivo para diferenciar
adapaleno de sus excipientes es decir que ninguno de los excipientes de la

formulacién debe eluir al mismo tiempo que el analito.
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iv. RESULTADOS
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GRAFICO 02: Variacion del area en funcion de la concentracion del estandar del

adapaleno en la linealidad. Lima—-2012.



TABLA 02: Porcentaje de adapaleno recuperado en funcién a la cantidad

agregada, en la exactitud del método. Lima — 2012.

mg Area Cantidatd o Pr:lzr:siflo % 9%
Muestras Agregados muestra rer::::r;:la recuperada Muestra Recup;rada
(mg) (mg) recuperada
- 1,649 ::g:gg;?g 1:2223;222 164570630 79,840 99,800
80% 1,589 :g’;ﬂiggﬁ ]:ggggf;g? 158130201 79,612 99,516
1,615 :440?;?5502; 1?:70;07%84 161429322 79,965 99,956
2,032 222:2:;82 g:%ﬁgg‘;%ﬁf 203438653 100,117 100,117
100% 2,019 223’;3;21 g:ggfgﬂgg 2,02021612 100,060 100,060
2,031 ggz:gggg; ‘3;82232552 202977592 99,940 99,940
2,410 ggiggﬁi §j§§§2§3§§ 241030152 120,015 100,013
120% 2,401 22;:::;22 g:gggg;ggg 239895225 119,898 99,915
2,400 221;9799645 g:iggg‘;fgg 2,40715686 120,358 100,298
Promedio del % Recuperacion 99,957
Desviacion estandar 0,217
Desviaciéon estandar relativa 0.217
Numero de datos (n) 9
Grados de libertad (GL) 8
t experimental 0,554
t tabla 2,306

texperimental < t tabla

No existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100%.

Numero de grupos (k) 3
nimero de determinaciones por grupo (n) 3
G experimental 0,5854
G tablas 0,8709

G experimental < G tablas

Factor de concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.
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TABLA 03: Variabilidad del porcentaje de recuperacion del adapaleno, por el

mismo analista y en las mismas condiciones, en el ensayo de precision

(repetibilidad). LIMA-2012.

Peso de la

‘Concentracién

Muestra muestra (g) Area ( g/100g) % Recuperacién
BRI
2| esw el oomm T ooms
MRCAE I R
4 4998 | Sysosen | olotsas 101,291
5 4983 | Si670480 | 0009837 99,903
o | esw oyl ome | oo

Promedio (X) 100,487
Desviacion estandar (S) 0,466
% Coeficiente de variaciéon - DSR % 0,464

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion debe ser < 2%.
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TABLA 04: Variabilidad del porcentaje de recuperacion del adapaleno, realizado

por diferentes analistas, en el ensayo de precision (Precision intermedia). LIMA-

2012.
Peso Peso % %
muestra (g) muestra (g) Recuperacion Recuperacion
Muestra
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
1 4,990 4994 100,184 100955
2 4997 4993 100,526 100,444
3 4,987 4984 100,552 100,064
4 4998 4993 101,291 101,417
5 4983 4985 99,903 100,762
6 4,996 4993 100,468 100,667
Promedio (X) 100,487 100,701
Desviacién estandar (S) 0,466 0,463
% Coeficiente de variacion - DSR % 0,464 0,460

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion debe ser < 2%.
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TABLA 05: Variabilidad del porcentaje de recuperacion del adapaleno en el

ensayo de robustez utilizando un flujo de (0,75 mL/min). Lima- 2012.

Muestr Flujo Tiempo de Area %
a mL/min - retencion Recuperacion
1 95442488
0,75 14,160 978.92963 101,090
2 963,09521
0,75 14,162 97353937 101,319
Promedio (X) 101,204
Desviacion estandar (S) 0,162
% Coeficiente de variacion - DSR % 0,160

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion debe ser < 2%.
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TABLA 06: Capacidad de

especificamente el analito sin interferencia

la técnica analitica para medir exacta y

de cada uno de los excipientes.

LIMA-2012.
TIEMPO ]
N° MATERIA PRIMA RETENCION AREA
{ min)
1 Muestra 7,827 544 1014
2 | Placebo 0 0
4 Acido Fosférico 0 0
5 Alcohol Bencilico 0 0
6 Propilenglicol 0 0
7 MacroQol Cétoegtearilico 0 0
8 Alcohol Cetoestearilico 0 0
9 Aceite Mineral Liviano 0 0
10 Petrolato Blanco 0 0
1 Sodio Fosfato dibasico anhidro 0 0
12 Lutrol F68 0 0
13 Agua purificada 0 0
Criterio de aceptacion: Ninguno de los excipientes debe tener el mismo
tiempo de retencién que la muestra.
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" V. DISCUSION

Al realizar la validacion de un meétodo analitico de cromatografia liquida de alta
performance para la cuantificacion de adapaleno en alviera 0,1 % ® crema
topica, se llegd a demostrér que el método presentd ventajas debido a su
rapidez de anlisis, aceptabilidad, exactitud, fiabilidad y su alta eficacia, en el
que se evalud los parametros tales como: linealidad, exactitud, repetibilidad,
precisién intermedia, robustez y especificidad del método requeridas por las
normas oﬁciales, obteniendo resultados que se encuentran dentro de los limites
de especificacion.

En el Grafico N° 02, se muestra la variacion del area en funcién de la
concentracion en el ensayo de la linealidad, en el que se observa un coeficiente
de determinacién igual a 0,9979 el que indica una correlaciéon con una
probabilidad de un 99,79 % de confianza y un coeficiente de correlacion igual a
0,9989, obteniendo és:’ resultados que son directamente proporcionales a la
concentrécién, es asi que segun Castro y Col. ( 2001), el valor recomendable
para el coeficiente de correlacién es 2 a 0,995 el que indica la existencia de
correlacion con una probabilidad elevada, por lo que podemos decir que los
datos obtenidos cumplen con la especificacion sefialada. Segun Bellido (2007),
en su trabajo de investigacion titulado “Validacion de Método analitico por

cromatografia de alta resolucion para la determinacion cuantitativa de ambroxol



clorhidrato jarabe”, se obtuvo un coeficiente de determinacion igual a 0,9997 el
que indica una correlacién con una probabilidad del 99,97 % de confianza,
asimismo cabe sefialar que Medina y Berrocal (2008), en su trabajo de
investigacion titulado “Validacion de meétodo analitico de valoracion de
naproxeno sédico 550 mg tableta por cromatografia liquida de alta performance”,
en la que trabajo con tabletas, donde la matriz es mas compleja que las cremas,
aun éonsiderando la complejidad de la matriz se logré un coeficiente de
determinacién aceptable de 0,9995 que indica una correlacién con una
probabilidad del 99,95 %, demostrando asi que el método cumple con el
parametro de linealidad.

Castro y Col. (2001), sefalan que la pendiente de la recta de regresion debe ser
significativamente y estadisticamente distinto a cero para un grado de
significancia a= 0,05 siendo t., > tn, €l que indica una regresion lineal y que la
recta no es paralela a la abscisa, asi mismo, los intervalos de confianza no
deben incluir al cero, por ello en los resultados obtenidos se demuestra que la
pendiente de la regresion es estadisticamente distinta a cero, siendo la
tew = 91,6968 > tun, = 2,101, por lo que existe la evidencia para afirmar que a
un. 95,00% de confianza y n-2 grados de libertad, el coeficiente de correlacion
es significativamente diferente de cero demostrando  asi que existe una
correlacién lineal significativa entre las variables dependiente e independiente,
parametro que también se demuestra segin Capcha y Llanos (2007), en su
trabajo de investigacion titulado “Desarrollo y validacién de un método analitico
para la cuantificacion de dexametasona y clotrimazol en crema, por HPLC vy
andlisis de productos comercializados en el Perd’, donde la pendiente de la recta
de regresion obtenida es estadisticamente distinta de cero, al realizar la
aplicacion del test de hipétesis nula (b=0) y obteniendo un valor t., = 705,381 y

tans = 2,160 (valor t para n-2 grados de libertad y un intervalo de confianza de
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95%), demostrando asi que al ser to, > taya Significa que la probabilidad de ser
b#0 es muy elevada, incluso superior al 99,9 %.

Segun USP 35 (2012), Ia exactitud de un procedimiento analitico expresa la
proximidad entre el valor que es aceptado convencionalmente como valor
verdadero y el valor experimental encontrado, es asi que en la Tabla N° 02 se
expresa el porcentaje de recuperacion a diferentes concentraciones del
adapaleno en funcién a la cantidad agregada donde el resultado que se obtuvo
fue satisfactoriamente con un porcentaje de recuperacién global igual a 99,957
%, el gue se encuentra dentro de lo especificado. En la prueba estadistica del
test de Student se obtuvieron resultados como te,, = 0,594 y siendo el ty,, =
2,306, segun Castro y Col. (2001), indica que Si tep < tanas (cuando p=0,05, n-1
grados de libertad) significa que no existe diferencia significativa entre Ila
recuperacion media y el 100 %, por lo que la exactitud es correcta, tales
resultados conducen a considerar que los errores sistematicos del método no
fueron significativos. Asi mismo, cabe mencionar que segin Capcha y LLanos
(2001), en su trabajo de investigacién titulado “Desarrollo y validacién de un
método analitico para la cuantificacién de dexametasona y clotrimazol en crema,
por HPLC y analisis ‘de productos comercializados en el-Perl”, el porcentaje de
recuperacion que se obtuvo fue satisfactorio del 100,30 %, valor que se confirmé
aplicando el test de Student donde tep = 1,923 ¥ tin, = 2,306, es asi que al ser
ter < hanes S€ demostré que no existe diferencia significativa entre la recuperacién
media y el 100 %, confirmandose que el método es exacto.

En los calculos estadisticos del test de Cochran que es el test de igualdad de
varianzas para determinar si el factor de concentracion tiene aiguna influencia en
los resultados, se obtuvo un Ge, = 0,6854 y siendo el Gy = 0,8709 (cuando
p=0,05, k=3 y n=3 grados de libertad donde k es el nimero de grupos y n el

numero de determinaciones por grupo), Castro y Col. (2001), indica que de
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acuerdo al criterio de aceptacion Geq < Gunas Significa que el factor de
concentracion no influye en la variabilidad de los resultado, por tal motivo se
afirma que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes,
Capcha y Llanos (2001), en su trabajo de investigacion titulado Desarrollo y
validaciéon de un método analitico para la cuantificaciéon de dexametasona y
clotrimazol en crema, por HPLC; al aplicar el test de igualdad de varianzas para
determinar si el factor de concentracién tiene alguna influencia en los resultados,
se obtuvo un valor Gey, = 05789 Yy Gupe = 0,8709 al ser Gy <‘G,E,t,.as significa
que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes, es
decir el factor concentracién no influye en la variabilidad de los resultados.

En la Tabla N° 03, se observa el porcentaje de recuperacion dei adapaleno en
funcién a la cantidad agregada en el ensayo de repetibilidad, por un mismo
analista y en las mismas condiciones; dando como resultado un coeficiente de
variacion  de 0,464 % para un criterio de aceptacion maximo de 2,0 % para
determinaciones independientes a concentracién equivaiente al 100 %. Segun
Castro y Col. (2001), el criterio de aceptacion debe estar en funcién a la
concentracion- ya que uno de los factores que mas puede influir en la
repetibilidad del método de analisis es la concentracién dei analito, tal es el caso
para los principios activos debe ser menor al 2,0 %, comprobando de esta
manera con los resultados obtenidos que no difieren significativamente.
Parametro que se demuestra segun Morales (2004), en su trabajo de
investigacién titulado “Desarrollo y validacién prospectiva de una técnica
analitica por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para el enalapril
10 mg tabletas recubiertas”, en el que se demostr6 una buena fepetibilidad de
los resultados, obteniéndose un coeficiente de variacion de 0,464 % para un

valor no mayor del 2,0 %, demostrando asi que el método es preciso.
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En la Tabla N° 04, se observa la variabilidad del porcentaje de recuperacion del
adapaleno, realizado por dos analistas en el ensayo de precision intermedia, los
resultados obtenidos demuestran que no existe diferencia significativa entre los
resultados alcanzados por los analistas: analista 01 obtuvo un promedio del %
de recuperacion de 100,487 % y €l analista 2 de 100,701 %, con un coeficiente
de variacion de 0,464 % para el analista 1 y 0,460 % para el analista 2, para un
criterio de aceptacion maximo de 2,0 % para determinaciones independientes a
concentracién equivalente al 100 %. Segin Castro y Col. (2001), €l criterio de
aceptacion debe estar en funcién a la concentracién ya que uno de los factores
que mas puede influir en la precision intermedia del método de analisis son los
tipicos factores como el dia, el analista, el instrumento u otros factores que
pueden afectar la variabilidad del método, tal es el caso para los principios
activos debe ser menor al 2,0 %, comprobando de esta manera con los
resultados. obtenidos por los diferentes analistas no difieren significativamente,
por lo tanto, el método es preciso, porque obtiene resultados repetitivos y
ademas reproducibles, los datos obtenidos pueden ser concertados segun
Azafa y Comelio (2007), en el proyecto de investigacion titulado “Desarrolio y
validacién de una técnica analitica por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) para la cuantificar clonixinato de lisina 125 mg y pargeverina clorhidrato
10 mg en tabletas recubiertas”, en el analisis de precisién intermedia por dos
analistas diferentes a las concentraciones de 80 %, 100 % y 120 %, se obtuvo
como resultado una desviacion estandar relativa para el clonixinato de lisina
entre ambos de 1,49 % y 1,87 % para la pargeverina para un valor maximo de
2,0 %, demostrando asi que al someter a un analisis de precisién intermedia por
diferentes analistas de obtuvo un coeficiente de variacién dentro de o

especificado.
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Mendoza (2011), afirma que la robustez del método es la medida de la
~capacidad de un metodo analitico para permanecer inalterado ante pequefios
variaciones en ciertos parametros proporcionando idea de su fiabilidad o
estabilidad durante su empleo rutinario, en la Tabla N° 5 queda demostrado que
la prueba de robustez de esta técnica analitica da resuitados reproducibles
efectuando algunos cambios o ajustes como es el caso del cambio de flujo en
que se obtuvo un coeficiente de variacién de 0,160 el que se encuentra dentro
de lo especificado menor a 2,0 %.

Castro y Col. (2001), menciona que la selectividad es la capacidad de un método
analitico para medir y/o identificar simultaneamente o separadamente los analito
de interés, de forma inequivoca, en presencia de otras sustancias quimicas que
pueden estar presentes en la muestra, parametro que se observa en la Tabla N°
6 en donde se comprueba la selectividad del método al trabajar con la muestra,
placebo y los excipientes bajo las mismas condiciones, demostrando asi que
este método es selectivo, porque los excipientes de la formulaciéon no interfieren
en la determinacién del principio activo ya que no se detecte ninguna respuesta
significativa en el cromatograma respecto al activo, obteniéndose una lectura de
0% siendo el maximo 0,5 %, ademas el método, diferencia el principio activo de
sus compuestos relaciones. Asi mismo, los tiempos de retencién son similares
tanto para el estandar como para la muestra, parametro que se contrasta segun
Morales (2004), en su trabajo de investigacion titulado “Desarrollo y validacién
prospectiva de una técnica analitica por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) para el enalapril 10 mg tabletas recubiertas”, en el que el
método analitico es selectivo, porque los excipientes de la formulacion no
interfirieron en la determinacion del enalapril ya que no se detecté ninguna
respuesta significativa en el cromatograma, obteniéndose una lectura de 0 % de

los excipientes, ademas el meétodo, diferencia el principio activo de sus
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compuestos relacionados, asi mismo los tiempos de retencion que se obtuvieron
fueron similares para el estandar y la muestra (6,3 minutos), cabe mencionar
que segun Bellido (2007), en su trabajo de investigacion titulado “Validacion de
Método analitico por cromatografia de alta resolucion para la determinacion
cuantitativa de ambroxol clorhidrato en jarabe”, se observan el cromatograma,
isograma y topograma del estandar ambroxol clorhidrato, placebo y fase mévil
respectivamente sin interferencia alguna con un tiempo de elucion de 3,5

minutos respectivamente.

56



VI. CONCLUSIONES
El método analitico de cromatografia liquida de alta performance para la
cuantificacion del adapaleno en alviera 0,1 % ® crema topica, esta validado
para cumplir con los parametros de validacion solicitados.
El método analitico para la cuantificacion del adapaleno en alviera 0,1 % ®
crema tdépica cumple con los pardmetros de linealidad, exactitud,
especificidad, robustez, repetibilidad y precision intermedia del nuevo

método de analisis de acuerdo a los parametros solicitados.



VIl. RECOMENDACIONES

1. Continuar con las investigaciones de nuevas técnicas analiticas para
principios activos y productos terminados, en especial técnicas aplicadas
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

2. Fomentar el empleo de técnicas analiticas aplicadas al HPLC, lo cual
permite realizar andlisis rapidos y con minimo de errores.

3. En los departamentos de control de calidad de los diferentes laboratorios
deben consideran entre sus prioridades efectuar la validacién de sus
técnicas analiticas, y sobre todo, las técnicas consideras como “técnica

propia”.
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ANEXO N° 01

de 50 % a 150 %. Lima —2012.

Linealidad del estandar: regresion lineal de soluciones de adapaleno en un rango

Muestra (x) , 2 2
7 tmgimD) Area X Y; Xy fly/x)
0,01001786 276,62448 | 0,000100357 | 76521,10294 |2,771184207 | 27613,1419737
0,01001786 25457521 | 0,000100357 | 64808,53755 |2,550297795 | 25412,1450738
% 0,01001786 25154938 | 0,000100357 | 63277,09058 | 2,519985466 | 25110,1014029
0,01001786 262,6554 0,000100357 | 68987,85915 | 2,631243975 | 26218,7238467
0,01502678 394,29108 | 0,000225804 | 155465,4558 | 5924926892 | 26239,2192501
75 0,01502678 390,75635 | 0,000225804 | 152690,5251 | 5,871811268 | 26003,9906077
0,01502678 401,37241 | 0,000225804 | 161099,8115 | 6,031336509 | 26710,4664578
0,01502678 392,40201 | 0,000225804 | 153979,3375 | 5896540245 | 26113,5057242
0,02009952 511,14264 | 0,000403991 | 261266,7984 | 10,27372172 | 25430,5893872
0,02009952 515,05432 | 0,000403991 | 265280,9526 | 10,35234461 | 25625,2049800
100 0,02009952 527,33392 | 0,000403991 | 278081,0632 | 10,59915867 | 26236,1449428
0,02009952 532,42023 | 0,000403991 | 283471,3013 | 10,70139106 | 26489,2012347
0,02504464 647,51013 | 0.000627234 | 419269,3685 | 16,2166581 | 25854,2398693
0,02504464 647,63428 | 0,000627234 | 419430,1606 | 16,21976739 | 25859,1970178
128 0,02504464 66217114 | 0,000627234 | 438470,6186 | 16,58383782 | 26439,6349878
0,02504464 67156293 | 0,000627234 | 450996,769 |16,81905182 | 26814,6369842
0,03005357 793,93915 | 0,000903217 | 630339,3739 |23,86070423 | 26417,4673037
0,03005357 77754865 | 0,000903217 | 6045819031 |23,36811123 | 25872,0911274
190 0,03005357 77725745 | 0,000903217 | 604129,1436 |23,35935963 | 25862,4017621
0,03005357 784,60205 | 0,000903217 | 615600,3769 |23,58009106 | 26106,7853907
suma | 0,400969472 | 10472,40321 | 0,009042413 | 6167747,55 |236,1315237| 5224288893
Numero de datos (n) 20
Grados de libertad (GL) 18
t experimental 91,6968
t tabla 2,101

t experimental< t tabla




ANEXO N°02

Cromatograma de la linealidad del estandar al 50 %. Lima-2012.

Operator  : M.FLORES/F.ROMERO Seqg. Line : 1
Instrument : IQFARMA AT-1200 DaD Location & Vial 1
stion Date @ 10/313/201% 2:01:08 ™ inj : 1
Inj Volume : 20.0 ul

Merhod » CACHEM3ZAZADATA\VALIDA ALVIERA\VALIDA ARLVIERA 2012-10-12

VALIDA' ALVIERA.M
changed : :0/13/2012 2:13:31 ™ by M.FLORES/F.ROMERD

{medified after lcoading)

7sis Method : CACHEMIZAADATAVWALIDA ALVIERA\VALIDA _ALVIERA 2612-10-1
VALIDA_ALVIERAM {(Sequence Method)

changed : 1071872012 6:08:20 PM by M.FLORES/F.ROMERD
£

® Info : LINEALIDAD DE LA VALORACION S ALVIERA 0, 1% CREMA

16-00-53\

DADY A Sig=2544 Ref=ofl (VALIDA ALVIERATVALIDA. ALVIERA 5017.70-1514-00- 531615 100000015
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External Standard Report

«d By - . : Signal .

. Data Modified Thursday, Octcber 18, 2012 5:44:50 P

plier: Co 1.6000

ien: : : 1.8008

fultiplier & Dilution Factor with ISTDs

1 1: DADY B Sig=253,4 Refecif

me  Type Area Aunt/Area Amount  Grp  MNafme
1 frA* 5]
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ANEXO N° 03

Cromatograma de la linealidad del estandar al 75 %.Lima-2012.

arator : MELORES/F.ROMERO
rument ; IQFARMA AT-1200 DAD
on Date i 10/13/2012 3:28:04 PM

VALIDA ALVIERA.M

16/13/2012 2:13:31 P¥ by M.FLORES/F.ROMERC

modified after loading)

s Method : C:\CHEM32\2\DATA\VALIDA_ ALVIERA\VALIDA ALVIERA 2012-16-13
VALIDA_ALVIERA.M (Sequence Method

anged

I

anged : 10/18/2012 6:08:20 PM by M.FLORES/F.ROMERGC
info : LINEALIDAD DE 1A VALORACION DE ALVIERA 0, 1% CREMA

14-00-537\

14-00-53\

DADT A, Sige254,4 Ref=oH (VALIDA ALVIERAVALIDA_ALVIERA 2012-10-13 14-00-53\81G10000007.0;

o]
z
w
-t
<
Y
<
s
<
~
3
q’)

\
y
." s

i i ¥
9 2 4 [} 8 10 12_min
External Standard Report
By : Signal
Data Modified : Thursday, Octcber 18, 2012 5:44:50 PM
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ANEXO N°04

Cromatograma de la linealidad del estandar al 100 %. Lima-2012.
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ANEXO N° 05

Cromatograma de la linealidad del estandar al 125 %. Lima-2012.
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Validacion de un método analitico de cromatografia liquida de aita performance para la
cuantificacion de adapaleno en alviera 0,1 % ® crema tépica. Lima-2012.

Marli Flores Pozo', Maricela Lépez Sierralta’, Lily Rocio Silva Bolfvar®, Javier Espinoza Lépez*
! Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga, Ayacucho, Per.
2 Laboratotio, instituto Quimioterapico S.A. (IQF ARMA), Lima, PerG.

RESUMEN

La validacién de un método analitico establece evidencia documentada de que el método es capaz de cumplir en forma
consistente y repetitiva las especificaciones establecidas. En el presente trabajo se demostré l validacion del método analltico
para la cuantificacién de adapaleno en alviera 0,1 % ® crema tépica, utilizando métodos propuestos por la USP 35 y la iCH
Q2A, para el desarrolio de los procedimientos de validacién se aplicé el método de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), el presente estudio descriptivo se realizd en el area de Investigacion y desarrollo del Instituto Quimioterapico SA. Lima,
durante los meses de setiembre 2012 a marzo 2013. Se tomaron en cuenta los siguientes parametros: selectividad, linealidad,
exactitud, repetibilidad, precisién intermedia y robustez; resultados que fueron sometidos a evaluacion estadistica. En el analisis
del parametro de h linealidad se obtuvo un coeficiente de correlacion r = 0,9989, siendo el valor minimo permisible 0,995; en la
exactitud al aplicar el test de student se obtuvo un top (0,594) que es menor al s (2,306), por tanto no existe diferencia
significativa entre la recuperacién y la cantidad afiadida de analito, en la precision del método se obtuvieron valores de
coeficiente de variacién de 0,464 % para repetibilidad y 0,460 % para precisién intermedia, cuando el coeficiente de variacion
maximo es de 2,0 %; es selectivo porque se demosird que ningin excipiente interfiere en el analisis del adapaleno, es robusto
porque se obtuvo resultados reproducibles al cambiar el flujo, obteniendo un coeficiente de variacidon de 0,160 %, cuando el
coeficiente de variacion maximo es 2,0 %.

Palabras clave: Cromatografia liquida de alta performance, validacion de métodos. Analiticos y adapaleno.

ABSTRACT

The validation of an analytical method provides documented evidence that the method is able fo perform consistently the
specifications and make them repetitively. In this research it's demonstrated that the validation of the analytical method for the
quantification of adapalene in alviera 0.1% ® topical cream, using methods made by the USP 35 and ICH Q2A, for the
development of validation procedures, applied the method of high performance liquid chromatography (HPLC), this descriptive
study was realized in the Research and Development area of The Chemotherapeutic Institute SA. Lima, during September 2012
fo March 2013. It took the following parameters: selectivity, linearity, accuracy, repeatability, intermediate precision and
robustness, the results were subjected to statistical evaluation. The linearity parameter was analize and the correiation
coefficient obtained was r = 0.9989 being the minimum permissible value 0.995, in the accuracy in applying the student test was
obtained texp (0.594) which s lower than t tables (2,306), therefore there isn't significant difference between the recovery and
the added amount of analyte, the accuracy o the method were obtfained a variation coefficient values of 0.464 % to 0.460 % for
repeatability and intermediate precision, when the variation coefficient maximum is 2.0% is selective because it showed that any
excipient interferes adapalene analysis, because it is robust and reproducible results were obtained by changing the flow,
obtaining a coefficient of variation of 0.160 % when the maximum variation coefficient is 2,0 %.

Key words: High performance liquid chromatography, analytical method validation and adapalene.

que son de primordial interés en la industria y en muchos
campos de la ciencia
Por tal motivo, se plantea el presente trabajo de investigacion

INTRODUCCION

La industria farmacéutica tiene como fin producir
medicamentos de calidad y con total garantia de seguridad.
Con los afios, se han ido desarrollando recomendaciones e
incorporando requerimientos que han evolucionado hasta una
reglamentacion estricta (Bellido, 2007).

La validacion de un método analitico es el proceso por e cual
se establece por medio de un estudio y programa
documentado que ese método posee todos los requisitos
para el uso propuesto. La validacion es parte integral de las
Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y del desarrollo de
un método de analisis puesto que sin fiabiidad de los
resultados analiticos es imposible asegurar que un
medicamento cumple con las especificaciones exigidas,
ademas, contribuye a garantizar la calidad y asegura ias
propiedades de calidad de un producto determinado (Medina
y Berrocal, 2008)..

El andlisis de productos fammacéuticos por HPLC, constituye
actualmente una necesidad, y debido 2 sus creciente
difusion, representa una de las herramientas mas empleadas
en & laboratorio de analisis, como es el caso de l industria
farmacautica, debido al consumidor, asli como reducir
repeticiones analiticas, dando en cambio mayor confiabilidad
en los resultados obtenidos (Castro y Col, 2001).

Las razones de f preferencia del método de cromatografia
liquida de alta performance son su sensibiidad, su facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su
idoneidad para la separacién de especies no volatiles o
termolabiles y, sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias
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teniendo en cuenta los siguientes objetivos:

Objetivo General

- Validar un método analitico de cromatografia liquida
de alta performance para la cuantificacion del
adapaleno en alviera 0,1 % ® crema tépica.

Objetivo Especlifico

- Demostrar que el método analitico para
cuantificacion del adapaleno en alviera 0,1 % ® crema
topica cumple con los pardmetros de: linealidad,
exactitud, especificidad, robustez, repetibilidad vy
precision intermedia del nuevo método de analisis de
acuerdo a los parametros solicitados.

MATERIALES Y METODOS

LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo se ejecutd entre los meses de setiembre
del 2012 a marzo del 2013, en ls ambientes del
departamento de Control de Calidad del instituto
Quimioterapico S.A ((QF ARMA), ubicado en el distrito de Ate
Vitarte de la region de Lima.

DISENO DE INVESTIGACION

Tipo de estudio: Descriptivo

Poblacién: Pilotos de alviera 01 % ® crema tépica
(Adapaleno) desarrollados en el area de Investigacidn y
Desarrolio del Instituto Quimioterapico S.A. (IQFARMA) de Ia
region de Lima.
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Muestra: Un piloto de alviem 0,1 % ® crema tdpica
(Adapaleno) desarrollado en el &rea de Investigacion y
Desarrolio del Instituto Quimioterapico S.A. (IQFARMA) de la
regién de Lima,

DISENO METODOLOGICO PARA LA RECOLECCION DE
DATOS

Linealidad

Se preparé una serie de cinco soluciones de estandar a
concentraciones de 0,010 mg/mL, 0,015 mg/mL, 0,020
mg/mL, 0,025 mg/mL y 0,030 mg/mL correspondientes a 50
%, 75 %, 100 %, 125 %y 150 % respectivamente.

Exactitud

Se prepard tres muestras (placebo mas analito) a
concentraciones de 80 %, 100 % y 120 %.

Precision:

Repetibilidad

Se prepard seils muestras a 0,020 mg/mL como
concentracion de referencia equivalente al 100 %.

Precision intermedia

Se tom6 seis muestras a 0,020 mg/mL como concentracion
de referencia equivalente al 100 %, con diferentes analistas.
Robustez

Se preparé dos muestras @ una concentracion 0,020 mg/mL
como concentracién de referencia equivalente al 100 %, se
cambi6 de flujo de 0,75 mi/min.

Selectividad

Se prepard evaluando cada excipiente, el placebo y la
muestra con el estdndar y asl se determiné el tiempo de
retencién de cada excipiente.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos resutantes se mostraran aplicando tablas y
gréficas de control y serdn procesados estadisticamente
mediante el andlisis de varianza, utilizando los software
adecuados, evaluando estadisticamente la reproductividad de
los resuttados obtenidos.

RESULTADOS
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Grafico 02: Variacion del drea en funcién de la concentracién
del estandar del adapaleno en k& linealidad. Lima - 2012.
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TABLA 02: Porcentaje de adapaleno recuperado en funcién
a la cantidad agregada, en la exactitud del método. Lima —
2012.

mg . %
Area %
Muestra Agrega Muestra
dos muesire a Recuperada
454,3516
1649 4536837 79,840 99,800
434,0593
0% 1,589 4384403 79,612 99,516
4498526
1,615 4408503 79,965 99,956
566,8776
2032 555.6160 100,117 100,117
554,1018
100% 2,019 5605732 100,060 100,060
553,6867
2,031 5662631 99,940 99,940
668,4793
2,410 61,4204 120,015 100,013
63,6614
120% 2,401 659,9852 119,898 99915
659,199
2400 6689794 120,358 100,298
Promedio del % Recuperacion 99,957
Desviacion esténdar 0,217
Desviacion estindar relativa 0,217
texperimental 0,594
ttabla 2,306
texperimental < ttabla
Niimero de- grupos (K) 3
niimero de determinaciones. por grupo (n) 3
G experimental 0,5854
G tablas 08709
G experimental <G tablas

TABLA 03: Variabilidad del porcentaje de recuperacion del
adapaleno, por el mismo analista y en las mismas
condiciones, en el ensayo de precision (repetibilidad). LIMA-
2012.

il Concentracién %
0
Muestra | | e Area (e/100g) Re:‘uo;:lera
®
58,6912 0100358
! 4990 | 5168922 0.100010 100.184
$206337 0100865
2 497 | Sir2m 0100186 100,526
5164957 0099873
3 4RT | Sp35178 0.101231 100,552
521.3655 0101037
4 498 1 230819 0.101544 101,291
s17.4763 0.099968
3 4983 | 5167948 0099837 99,903
5191328 0.100545
6 496 | 5183186 0.100391 100,468
Promedio (X) 100,487
Desviacibn esténdar (S) 0,466
% Coeficiente de variacién - DSR % 0464
Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacidn debe ser < 2%.
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TABLA 04: Variabilidad del porcentaje de recuperacion del
adapaleno, realizado por diferentes analistas, en el ensayo
de precision (Precision intermedia). LIMA-2012.

Peso Peso % %
o Tar | Ter | ™ | Recaperaion
Anafita 1 | Analista2 | Analistal | Analista 2
1 4990 4994 100,184 100,955
2 4997 499 100,526 100,444
3 4987 4984 100,552 100,064
4 4998 4993 101,291 101,417
3 4,983 4,985 99903 100,762
6 499 4993 100,468 100,567
Promodio (X) 100,487 100,701
Desviacion estindar (S) 0,466 0,463
% Coeficiente de variacion - DSR % 0,464 0,460
Criterio de aceptacién: El coeficiente de variacién debe ser < 2%

TABLA 05 Variabilidad del porcentaje de recuperacion del
adapaleno en €l ensayo de robustez utilizando un flujo de
(0,75 mUmin). Lima- 2012

Muestra mFL‘;rjn‘:n r::‘;nn::: n Area Recu;:raclén
1 075 | 14160 | oee2el 101,000
2 075 | 14162 | FRORT | 01310
Promedio (X) 101,204
Desviacion esténdar (S) 0,162
% Coeficiente de variacién - DSR % 0,160

Critetio de aceptacion: El coeficiente de variacion debe ser < 2%.

Flores, M. y Col.

TABLA 06: Capacidad de la técnica analitica para medir
exacta y especificamente el analito sin interferencia de cada
uno de los excipientes. LIMA-2012.

TIEMPO
Ne MATERIA PRIMA RETENCION AREA
(min)
1 Muestra 7827 544,1014
2 Placebo 0 0
4 | Acido Fosférico 0 0
5 Alcohol Bengcilico 0 0
6 Propilenglicol 0 0
7 Macrogol Cetoestearilico 0 0
8 Alcohol Cetoestearilico 0 0
9 Aceite Mineral Liviano 0 0
10 | Petrolato Blanco 0 0
It | Sodio Fosfato dibasico anhidro 0 0
12 | Lutrol F68 0 0
13 | Agua purificada 0 0
Criterio de aceplacion: Ninguno de los excipientes debe tener €l mismo
tiempo de retencion que la muestra.

DISCUSION

Al realizar la  validacién de un método analitico de
cromatografia liquida de alta performance para la
cuantificacién de adapaleno en alviera 0,1 % ® crema tépica,
se llegd a demostrar que el método presentd ventajas debido
a su rapidez de andlisis, aceptabilidad, exactitud, fiabilidad y
su alta eficacia, en el que se evalubé los parametros tales
como. linealidad, exactitud,  repetibilidad, precisién
intermedia, robustez y especificidad del método requeridas
por las normas oficiales, obteniendo resuttados que se
encuentran dentro de los limites de especificacion.

En e Grafico N° 02 se muestra &a variacibn del drea en
funcién de la concentracion en el ensayo de la neaidad  en
el que se observa un coeficiente de determinacion igual a
0,9979 el que indica una correlacién con una probabilidad de
un 99,79 % de confianza y un coeficiente de correlacion igual
a 0,9989, obteniendo as! resuitados que son directamente
proporcionales a la concentracion, es asl que segun Castro y
Col. ( 2001), el valor recomendable para el coeficiente de
correlacion es 2 a 0995 el que indica la existencia de
correlacibn con una probabilidad elevada, por lo que
podemos decir que los datos obtenidos cumplen con la
especificacién seffalada. Segln Bellido (2007), en su trabajo
de investigacion titulado "Validacién de Método analitico por
cromatografia de alta resolucion para la determinacion
cuantitativa de ambroxo! clorhidrato jarabe®, se obtuvo un
coeficiente de deteminacién igual a 08997 el que indica una
correlacidon con una probabilidad del 99,97% de confianza,
asimismo cabe sefialar que Medina y Berrocal (2008), en su
trabajo de investigacién titulado *Validacién de método
analltico de valoracion de naproxeno sédico 550 mg tableta
por cromatografia liquida de alta performance”, en la que
trabajo con tabletas, donde la matriz es mas compleja que las
cremas, aun considerando la complejidad de la matriz se
logré un coeficiente de determinacion aceptable de 0,9995
que indica una correlacién con una probabilidad del 99,95 %,
demostrando asf que & método cumple con el parametro de
linealidad.

Castro y Col. (2001), sefialan que la pendiente de la recta de
regresion debe ser significativamente y estadisticamente
distinto a cero para un grado de significancia a= 0,05 siendo
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tep > tana €1 que indica una regresion lineal y que la recta no
es paralela a la abscisa, asi mismo, los intervalos de
confianza no deben incluir al cero, por ello en los resultados
obtenidos se demuestra que la pendiente de la regresion
es estadisticamente distinta a cero, siendo A top =
91,6968 > tuy, = 2,101, por lo que existe la evidencia para
afirmar que a un 9500% de conflanza y n-2 grados de
libertad, el coeficiente de correlacion es significativamente
diferente de cero demostrando asl que existe una correlacion
lineal significativa entre las variables dependiente e
independiente, parametro que también se demuestra segun
Capcha y Llanos (2007), en su trabajo de investigacion
titulado “Desarrollo y validacion de un método analitico para
la cuantificacién de dexametasona y clotrimazol en crema,
por HPLC y analisis de productos comercializados en el
Peni”, donde & pendiente de la recta de regresién obtenida
es estadisticamente distinta de cero, al realizar la aplicacion
del test de hipdtesis nula (b=0) y obteniendo un valor tep =
705,381 ¥ tune = 2,160 (valor t para n-2 grados de lbertad y
un intervalo de confianza de 95%), demostrando asi que al
sef tup > tuna SigNifica que la probabilidad de ser b#0 es muy
elevada, incluso superior al 99,2 %.

Seglin USP 35 (2012), I exactitud de un procedimiento
analitico expresa la proximidad entre el valor que es
aceptado convencionalmente como valor verdadero y el
valor experimental encontrado, es asi que en la Tabla N° 02
se expresa el porcentaje de recuperacion a diferentes
concentraciones del adapaleno en funcién a la cantidad
agregada donde el resutado que se obtuvo fue
satisfactoriamente con un porcentaje de recuperacion global
igual a 99957 %, el que se encuentra dentro de b
especificado. En la prueba estadistica del test de Student se
obtuvieron resultados como tep = 0,594 y siendo el tyy, =
2,306, segin Castro y Col. (2001), indica que Si tep < tniss
(cuando p=0,05, n-1 grados de libertad) significa que no
existe diferencia significativa entre la recuperacién media y el
100 %, por lo que la exactitud es correcta, tales resultados
conducen a considerar que los errores sistematicos del
método no fueron significativos. Asi mismo, cabe mencionar
que segin Capcha y LLanos (2001) en su trabajo de
investigacion titulado “Desarrollo y validacién de un método
analftico para la cuantificacion de dexametasona y clotrimazol
en crema, por HPLC y andlisis de productos comercializados
en el Penl”, el porcentaje de recuperacién que se obtuvo fue
satisfactorio del 100,30 %, valor que se confirmd aplicando &l
test de Student donde t.p = 1923 y tuy, = 2,306, es asl que
al ser tep < e S€ demostrd que no existe diferencia
significativa entre la recuperacion media y e 100 %,
confirmandose que &l método es exacto.

En los calculos estadisticos del test de Cochran que es el test
de igualdad de varianzas para determinar si el factor de
concentracion tiene alguna influencia en los resuttados, se
obtuvo un Gy, = 0,5854 y siendo el Gy, = 08709 (cuando
p=0,05, k=3 y n=3 grados de libertad donde k es el nimero
de grupos y n el nimero de determinaciones por grupo),
Castro y Col. (2001), indica que de acuerdo al criterio de
aceptacidn Gep < Gumes  significa que el factor de
concentracion no influye en la variabilidad de los resuitado,
por tal motivo se afima que las varianzas de las tres
concentraciones utilizadas son equivalentes, Capcha vy
Llanos (2001), en su trabajo de investigacion titulado
Desarrollo y validacidon de un método analitico para la
cuantificacion de dexametasona y clotrimazol en crema, por
HPLC; al aplicar el test de iguaidad de varianzas para
determinar si el factor de concentracién tiene alguna
influencia en los resultados, se obtuvo un valor G, = 0,5789
Y Guw = 08709 al ser Gop < Guwes Significa que las
varianzas de las fres concentraciones utilizadas son
equivalentes, es decir el factor concentracidn no influye en la
variabilidad de los resultados.

En fa Tabla N° 03, se observa el porcentaje de recuperacion
del adapaleno en funcién a lk cantidad agregada en el
ensayo de repetibilidad, por un mismo analista y en las
mismas condiciones; dando como resuitado un coeficiente de
variacion de 0,464 % para un criterio de aceptacion maximo

Flores, M. y Col.

de 20 % para determinaciones independientes a
concentracién equivalente al 100 %. Segln la Castro y Col.
(2001), e criterio de aceptacién debe estar en funcion a la
concentracion ya que unc de fos factores que mas puede
influir en la repetbiidad del método de andlisis es la
concentracion del analito, tal es el caso para los principios
activos debe ser menor al 20 %, comprobando de esta
manera con los resultados obtenidos que no difieren
significativamente. Parametro que se demuestra segin
Morales (2004), en su trabajo de investigacion titulado
“Desarrollo y validacién prospectiva de una técnica analitica
por cromatografia liquida de alta performance (HPL.C) para el
enalapril 10 mg tabletas recubiertas”, en el que se demostré
una buena repetibiidad de los resultados, obteniéndose un
coeficiente de variacién de 0,464 % para un valor no mayor
del 2,0 %, demostrando asi que el método es preciso.

En la Tabla N° 04, se observa fa variabilidad de! porcentaje
de recuperacion del adapaleno, realizado por dos analistas
en el ensayo de precision intermedia, los resultados
obtenidos demuestran que no existe diferencia significativa
entre los resuttados alcanzados: por los analistas: analista 01
obtuvo un promedic del% de recuperacion de 100,487 % y
el analista 2 de 100,701 %, con un coeficiente de variacion
de 0,464% para e analista 1 y 0,460% para ¢l analista 2,
para un criterio de aceptacion maximo de 2,0 % para
determinaciones independientes a concentracion equivalente
al 100 % Segin Castro y Col. (2001), el criteric de
aceptacién debe estar en funcién a fa concentracién ya que
uno de los factores que mas puede influir en la precision
intermedia del método de analisis son los tipicos factores
como el dia, el analista, el instrumento u otros factores que
pueden afectar l2 variabilidad def método, tal es el caso para
los principios actives debe ser menor a 2,0 %, comprobando
de esta manera con los resultados obtenidos por los
diferentes analistas no difieren significativamente, por lo
tanto, & método es preciso, porque obtiene resultados
repetitivos y ademas reproducibles, los datos obtenidos
pueden ser concertados segin Azafia y Comelio (2007), en
el proyecto de investigacion titulado “Desarrolio y validacion
de una técnica analitica por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) para la cuantificar clonixinato de lisina
125 mg y pargeverina clorhidrato 10 mg en tabletas
recubiertas”, en el analisis de precision intermedia por dos
analistas diferentes a las concentraciones de 80 %, 100 % y
120%, se obtuvo como resuitado una desviaciéon estandar
relativa para el clonixinato de lisina entre. ambos de 149% y
1,87% para la pargeverina para- un valor maximo de 2,0 %,
demostrando asi que al someter a un analisis de precision
intermedia por diferentes analistas de obtuve un coeficiente
de variacion dentro de lo-especificado.

Mendoza (2011), afima que la robustez del método es fa
medida de la capacidad de un método analitico para
permanecer inalterado ante pequefios variaciones en ciertos
parametros proporcionando idea de su fiabilidad o estabilidad
durante su empleo rutinario, en la Tabla N° 5 queda
demostrado que b prueba de robustez de esta técnica
analitica da resultados reproducibles efectuando algunos
cambios o ajustes.como es el caso del cambio de fiujo en que
se obtuvo un coeficiente de variacion de 0,160 el que se
encuentra dentro de lo especificado menor a2 2,0 %.

Castro y Col. (2001), menciona que la selectividad es la
capacidad de un método analitico para medir y/o identificar
simultaneamente o separadamente los analito de interés, de
forma inequivoca, en presencia de otras sustancias quimicas
que pueden estar presentes en la muestra, parametro que se
observa en la Tabla N° 6 en donde se comprueba la
selectividad del método al trabajar con la muestra, placebo y
los excipientes bajo las mismas condiciones, demostrando
asl que este método es selectivo, porque los excipientes de
la formulacién no interfieren en la determinacion del principio
activo ya que no se detecte ninguna respuesta significativa
en el cromatograma respecto a activo, obteniéndose una
lectura de 0% siendo el maximo 0,5 %, ademas el método,
diferencia el principio activo de: sus compuestos relaciones.
Asf mismo, los tiempos de retencién son similares tanto para
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el estandar como para la muestra, parametro que se
contrasta segin Morales (2004), en su ftrabajo de
investigacion titulado “Desarrollo y validacién prospectiva de
una técnica analitica por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) para el enalaprii 10 mg tabletas
recubiertas®, en € gque el método analitico es selectivo,
porque los excipientes de la formulacion no interfirieron en la
determinacion del enalapril ya que no se detectd ninguna
respuesta significativa en el cromatograma, obteniéndose
una lectura de 0% de los excipientes, ademas el método,
diferencia el principio activo de sus compuestos relacionados,
asl mismo los tiempos de retencidn que se obtuvieron fueron
similares para el estandar y la muestra (6,3 minutos), cabe
mencionar que segun Belido (2007), en su trabajo de
investigacién titulado “Validacién de Método analitico por
cromatografia de alta resolucion para la determinacion
cuantitativa de ambroxol clorhidrato en jarabe”, se observan
el cromatograma, isograma y topograma del estandar
ambroxol clorhidrato, placebo y fase moévil respectivamente
sin intefferencia alguna con un tiempo de elucién de 3,5
minutos respectivamente.

CONCLUSIONES

1. El método analitico de cromatografia liquida de alta
performance para fa cuantificacién del adapaleno en alviera
0,1 % ® crema topica, esta validado para cumplir con os
parametros de validacion solicitados.

2. El método analitico para la cuantificacién del adapaleno
en alviera 0,1 % ® crema topica cumple con los parémetros
de linealidad, exactitud, especificidad, robustez, repetibilidad
y precision intermedia del nuevo método de analisis de
acuerdo a los parametros solicitados.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R. D. N° 024 -2013 -FCB -D
Bach. MARLI FLORES POZO

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia viernes tres de mayo
del ano dos mil trece, en el auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas reunidos
los docentes bajo la presidencia del Magister José Manuel Diez Macavilca, en
representacion del decano y miembro del jurado calificador y con la asistencia de los
docentes Magister Hugo Roberto Luna Molero (cuarto jurado calificador), y Magister
Maricela Lépez Sierralta quien ademas actuard como secretaria docente para
representar la tesis titulada “Validacion de un método de cromatografia liquida de alta
performance para la cuantificacion de adapaleno en alviera 0,1 % ® crema topica.
Lima-2012, presentado por la Bachiller en Farmacia y Bioquimica Marli Flores Pozo
de la escuela de formacidn profesional de Farmacia y Bioquimica, quien pretende
optar el Titulo Profesional de Quimico Farmacéutica.

El presidente inicia el acto solicitado a la secretaria Docente para la revision de los
documentos en mesa y lectura de la RD N° 024-13-UNSCH-FCB-D, luego del cual
invita a la sustentante la exposicion de sus trabajo de investigacién en el tiempo
correspondiente para proceder luego a las observaciones, preguntas o aclaraciones al
jurado calificador.

Luego solicita a la sustentante y al publico en general para que abandone el auditorio
dejando a los miembros del jurado calificar para que ellos pudieran deliberar sobre €l
trabajo de investigacion expuesto y las respuestas de la Bachiller para proceder a la

calificacion correspondiente como sigue:



Miembros del jurado Exposicion Respuestas a Promedio

preguntas
Mg. José Manue! Diez Macaviica 18 18 18
Mg. Maricela Lépez Sierralta 19 19 19
Mg. Hugo Roberto Luna Molero 18 18 18
Promedio total = 18

De la evaluaciéon realizada por los miembros del jurado caiificador, la sustentante
obtuvo la nota promedio de dieciocho (18) de lo cual dan fe los miembros, estampando

su tema al pie de la presente. Cuimina el acto de sustentacion siendo las seis de la

N

noche.
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