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RESUMEN
La validacién es un proceso establecido que obtiene pruebas documentadas y
demostrativas para que una técnica analitica sea lo suficientemente fiable y
reproducible para producir un resultado previsto dentro de los intervalos
definidos, para lo cual se evalud los pardmetros estipulados en la USP como:
exactitud, precision, selectividad- especificidad, linealidad y robustez, aplicando
el método de cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
El presente estudio se realizé en el laboratorio de Control de Calidad, en el area
de instrumentacién del Laboratorio Farmacéutico Medrock Corporation S.A.C.,
con €l objetivo de proponer una técnica analitica para el analisis de contenido
por el método de HPLC para la determinacién de Quetiapina Fumarato en
tabletas recubiertas.
En la linealidad del método se tuvo un coeficiente de correlacion fue de 0,9999,
en un rango de 50-150%. En la exactitud, € porcentaje de recuperacion
promedio fue de 100,29% de Quetiapina en un rango de 50%-150%. En la
precision la desviacion estandar relativa (DSR) de la repetibilidad fue 0,677%
quedando dentro de los criterios de aceptacién, y la DSR de la precision
intermedia fue de 0,551%, encontrandose dentro de los limites especificados. En
el andlisis de especificidad — selectividad se demostré que no existe interferencia
con la fase movil, diluyente, excipientes y productos de degradacién. En el
ensayo de robustez los cambios en cuanto al pH de la fase mévil, marca de la
columna y refrigeracion de las muestras no interfiieron en la recuperacién. Se
concluye que el método HPLC propuesta es exacto, preciso, selectivo, lineal y
presenta robustez; comprobandose asi su validez.
Palabras clave: Validacion, Técnica Analitica, HPLC, Quetiapina Fumarato.



ABSTRACT

Validation is an established process that gets documented and demonstrative
evidence so that an analytical technique is sufficiently reliable and reproducible to
produce a result provided within the defined intervals, which evaluated the
parameters stipulated in the USP as: accuracy, precision, selectivity - specificity,
linearity and robustness, by applying the method of high performance liquid
chromatography (HPLC) performance.

The present study was conducted in the laboratory of quality Control in the area
of instrumentation laboratory pharmacist Medrock Corporation S.A.C., aiming to
propose a technical analytics for content analysis by the method of HPLC for the
determination of quetiapine fumarate in coated tablets.

The linearity of the method had a correlation coefficient of 0.9999, in a range of
50-150%. In accuracy, the average recovery rate was 100, 29 per cent of
quetiapine in a range of 50-150%. Precision of repeatability relative standard
deviation (RSD) was 0,677% leaving within the acceptance criteria, and the
intermediate precision RSD was 0,551%, finding within the specified limits. The
analysis of specificity - selectivity demonstrated that there is no interference with
the stage mobile, diluent, excipients and degradation products. In the trial of
strength changes in pH of mobile phase, brand of the column and refrigeration of
samples not interfered in the recovery. It concludes that the proposed HPLC
method is exact, precise, selective, linear and presents robustness; so checking
their validity. ’

Keywords: validation, technical analytical, HPLC, quetiapine fumarate.



.  INTRODUCCION

Para el analisis de QUETIAPINA FUMARATO (QTF) es imprescindible la
utilizacion de un método analitico que permita cuantificar el producto mayoritario
en forma de materia prima o como ingrediente activo de la formulacién. Para
asegurar la confiabilidad, el método analitco se somete a un proceso de
validacién de caracter prospectivo, se comprueba si €l método es lo suficiente
confiable y si los resultados previstos se obtienen dentro de las condiciones
prefijadas. La validacion de la técnica analitica se fundamental en la
determinacién de diversos parametros, que se aplican de acuerdo con la
categoria a la que pertenezca (Castillo y Gonzales, 1996).

La QTF se descubrié en 1984 y es comercializada por ASTRAZENECA con el
nombre de seroquel (Fumarato de Quetiapina); se ha autorizado vy
comercializado en mas de 70 paises. Aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) en 1997 como medicacion psicotrépica y en 2006 para el
tratamiento de trastornos depresivos relacionados con el trastorno bipolar | y Ii,
también se usa para el alcoholismo, trastorno de estrés postraumatico,
enfermédad de Parkinson, sindrome de Tourette, también como sedante para

trastorno del suefio y ansiedad ( Sanchez, 2008).



La técnica de cuantificacion por Cromatografia Liquida de Alta Performance
(H.P.L.C.) por su naturaleza selectiva, permite la valoracién del principio activo
QTF en el producto en mencién, y no contando con un método de cuantificacion
en ninguna monografia oficial vigente, se hace necesario tener disponible la
evidencia que pruebe que la técnica analitica propuesto para la formula
farmacéutica de tabletas recubiertas es adecuado para su uso rutinario, de modo
que su validacion garantizara la confiabilidad de los resultados emitidos
(Suneetha y Lakshmana, 2010).

Por esta consideracion el presente trabajo de investigacion plantea los siguientes
objetivos.

Objetivo General:

e Validar una técnica analitica por Cromatografia Liquida de Alta
Performance, (HPLC) para la determinacién de contenido de Quetiapina
Fumarato en tabletas recubiertas y documentar los resultados obtenidos.

Objetivos Especificos:

e Determinar la prueba de aptitud del sistema especifico para la
cuantificacion de Quetiapina Fumarato tabletas recubiertas.

o Determinar la exactitud utilizando la técnica analitica por el método de
H.P.L.C para la cuantificacibon de Quetiapina Fumarato en tabletas
recubiertas.

e Comprobar la precision de la técnica analitica por el método de H.P.L.C

para la cuantificacién de Quetiapina Fumarato en tabletas recubiertas.

e Determinar la especificidad-selectividad de la técnica analitica para el
andlisis de contenido por H.P.L.C. de Quetiapina Fumarato en tabletas

recubiertas.



Determinar la linealidad utilizando la técnica analitica por el método de
HP.L.C para la cuantificacion de Quetiapina Fumarato en tabletas
recubiertas.

Evaluar la robustez empleando la técnica analitica por e método de
HP.L.C para la cuantificacion de Quetiapina Fumarato en tabletas

recubiertas.



.  MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Suneetha y Lakshmana (2010), determinaron que su propuesta del método por
HPLC para la cuantificacion de QTF; es simple, rapida, sensible, preciso y
exacto para la cuantificaciéon de la Quetiapina en formulaciones farmacéuticas.
Por lo tanto, este método es facil y comodo de adoptar para el andlisis de
control de calidad de rutina de la Quetiapina a granel y sus formulaciones
farmacéuticas. La Quetiapina se someti® a cromatografia de fase reversa,
usando una columna C 18 (75x4.6mm, 3,5 micras), en una fase movil que
consiste en tampodn fosfato (pH 3,0 ajustado con acido fosférico) y acetonitrilo en
la proporcidn 40:60 v / v. La fase movil se bombea a un flujo de 0,8 mL / min con
deteccion a 291 nm. La respuesta del detector fue lineal en la concentracion de
20-120 mg / mL. El alto porcentaje de la recuperacion de la Quetiapina que van
desde 98,43 hasta 99,47 indica que el método propuesto es de alta precision.
No se encontraron picos de interferencia en el cromatograma que indica que los
excipientes utilizados en la formulacién del comprimido no interfieren con la

cuantificacion de la Quetiapina.

Vinay y col.,(2010), presentaron un procedimiento potenciométrico validado para
la determinaciéon de QTF en sus formulaciones farmacéuticas. El método se basa

en la propiedad basica de la molécula del farmaco, en el que se valora la



solucién de la QTF en &cido acético glacial directamente con acido acético
perclérico potenciométricamente, empleando un vaso saturado para no modificar
el sistema de electrodos calomelanos. Los resultados obtenidos se compararon
estadisticamente con los obtenidos mediante un método espectrofotométrico UV
convencional, donde la absorbancia de la solucién metandlica de QTF se midi6 a
246 nm. Los resultados obtenidos por €l método propuesto son concordantes
con los del método de referencia. Los resultados también fueron comparados
estadisticamente mediante la t de Student, prueba de precisién y prueba F para
la varianza de precisién, con el método de referencia al 95% de nivel de
confianza, los resultados mostraron que el t Student y prueba F infiere que el
método propuesto es exacto y preciso como el método de referencia. El método
ademas de ser rapido, sensible y preciso, dio resultados satisfactorios cuando se
aplica a las formulaciones que contienen QTF. El procedimiento potenciométrico
tiene la ventaja sobre los métodos previamente reportados en términos de
simplicidad de la técnica y la facilidad de ejecucién, por lo tanto, el método
propuesto se puede utilizar en los laboratorios donde los instrumentos modernos

y caros no estan disponibies.

Bagade y col.,, (2009), mencionan que los métodos espectrofotométricos son
simples, rapidos y fiables que se han desarrollado para la determinaciéon de QTF
en una formulacién farmacéutica. Espectrofotométricamente, QTF se determiné
mediante la medicién de los valores a 254.76nm con 0,1 N HCI como medio de
solvente. Las curvas de calibracién del analisis fueron lineales en un rango de
10 a 30 mg / mL. El método desarrollado se aplicé de manera facil y directa para
el andlisis de Quetiapina Fumarato donde el RSD se encontré que era del
0,20% (Quetipin ® comprimidos, 200 mg) y 0,16% (Quetipin ® comprimidos, 300

mg), respectivamente. Las recuperaciones porcentuales fueron de casi € 100%



para el método indicado. El método fue validado por completo y ha demostrado
ser robusto. Los excipientes no interfieren en el analisis. Los resultados
mostraron que este método puede ser utilizado para la determinacion rapida de

QTF en forma de tableta farmacéutica con precision, exactitud y especificidad.

2.2. QUETIAPINA FUMARATO

2.2.1. Propiedades fisicas y quimicas

Nombre quimico: 2-[2-(4-dibenzo [ b,f] [1,4] thiazepin- 11-il-1-piperazinil)
Etoxi etanol hemifumarato].

Formula molecular: (C21H2sN30,8),.CsH4O4

Peso molecular: 883.09

Pureza: 98.5- 101.0%

Solubilidad: Moderadamente soluble en agua, solubles en MeOH y HCI 0,1 N.
Aspecto: Polvo blanco o casi blanco, inodoro e insipido.

Punto de fusién: 172 a 176°C.

Rango de uv, maximo: 289+1nm (The Merck Index, 2010)

Figura N°01. Formula estructural de Quetiapina Fumarato
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Figura N°02. Formula estructural de Quetiapina

Estandar Secundario: QUETIAPINA FUMARATO; Lote: 4002891001, N° de
Control: P4417; Potencia Tal Cual: 98,75 %; Fecha de Expira: Febrero 2012.
2.2.2. Propiedades farmacolégicas

La Sociedad Iberoamericana de Informacién Cientifica (SIIC) menciona que la
QTF es una dibenzotiazepina con actividad antipsicotica, con elevada afinidad
por los receptores para serotonina (SIIC, 2002).

Es un antipsicético atipico que presenta una eficacia comparable al resto de los
antipsicéticos atipicos, se asocia poco con alteraciones metabdlicas, posee un
perfi de aspectos adversos mas benignos, con menos alteraciones
extrapiramidales, de la prolactina, y también un perfi mas favorable para la
funcién cognitiva. Acciéon polivalente en la actuacién sobre las distintas
dimensiones de la enfermedad mental grave, tanto en la esquizofrenia como en
el trastorno bipolar, como son los sintomas positivos, negativos, y afectivos
(Rang y col., 2007).

2.2.3. Usos terapéuticos

Tratamiento de la esquizofrenia, como monoterapia en el tratamiento de
episodios de mania asociados con el desorden bipolar tipo |, como adyuvante a
estabilizadores del animo (litio), en el tratamiento de episodios depresivos
asociados con el trastorno bipolar (Lieberman, 20086).

2.2.4. Tabletas Recubiertas

Es una forma farmacéutica sdélida que contiene uno o varios principios activos

con actividad terapéutica y excipientes, formulado en tamarno y forma para un



adecuado uso. El recubrimiento sirve para proteger el farmaco de la humedad y

del aire, asi como para enmascarar sabores y olores desagradables

quimicamente, el recubrimiento puede ser de azlcar o de un polimero y que se

rompe al liegar al estdbmago (Remington, 2000).

2.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE

Es un método de separacién cromatografica, se basa en un transporte forzado

de liquido (fase movil) transporte de la mezcla de analitos a través de los medios

porosos y las diferencias en las interacciones en los analitos con la superficie de
este medio poroso que resulta en tiempos de migracion diferente para una

mezcla de componentes(Lobrutto y Kazakevoch, 2007).

2.3.1. Clases de cromatografia liquida

e Fase normal o Liquido- Sélido (NP, LSC).- Separacion basada en
adsorcién/ desorcién del analito en una superficie polar (silica).

o Fase reversa (RPC).- La separacién de los analitos estd basada en el
coeficiente de particion de particulas entre la fase mévil y la fase estacionaria
quimicamente enlazada.

e Intercambio Iénico (IEC).- La separacion esta basada en € intercambio
iénico con los contraiones y las interacciones con los iones enlazados en la
fase estacionaria.

o Exclusion por tamaiio (SEC OR GPC).- La separacion esta basada en el
tamafic molecular de los analitos y la accion de fitro del empaque de la
columna (Lobrutto y Kazakevoch, 2007).

2.3.2. Valoracién de Quetiapina Fumarato

En estudios biofarmaceutico comparativos entre una forma farmacéutica de

marca y genérico, se han determinado el contenido de Quetiapina efectuado por

un método de cromatografia liquida de alta performance, técnica analitica



exacta, precisa, especifica y reproducible que permite cuantificar en forma
confiable este farmaco. De acuerdo a los valores encontrados, los dos productos
cumplen con los requisitos internacionaimente aceptados de contenido del
90,0% al 110,0% de lo declarado. También en este ensayo se determind el
tiempo de retencion del pico principal del cromatograma de un estandar de
Quetiapina y de las muestras evaluadas. El tiempo de retencién coincidente y los
espectros de absorcion similares entre el estandar y las muestras permiten
concluir que €l farmaco corresponde a Quetiapina (Saavedra y col., 2007).
2.3.3.Aptitud del sistema

La prueba de aptitud del sistema es una parte integral de los procedimientos de
cromatografia liquida. Se emplea para verificar que la resolucién y la
reproducibilidad del sistema cromatografico son adecuadas para €l andlisis a
realizar. Las pruebas se basan en €l concepto de que €l equipo, €l sistema
electrénico, las operaciones analiticas y las muestras a analizar constituyen un
sistema integral que puede evaluarse como tal (USP33, 2010).

2.3.4. Caracteristicas del método analitico

a) Practicabilidad.- Han de evaluarse los parametros de practicabilidad del
método analitico: precision exigible, sensibilidad deseable, grado de selectividad,
tiempo, costo, tamano de la muestra, cualificacién del personal, tipo de equipo e

instrumentacion, condiciones de seguridad, etc.

b) Idoneidad.- La puesta a punto del método analitico incluye desde los
primeros estudios de tanteo con patrones, hasta la utilizacién de la técnica
analitica en muestras reales que garanticen el buen funcionamiento del sistema

en € momento del anélisis.



c) Fiabilidad.- Esta ultima etapa permitira conocer las caracteristicas de
fiabilidad del método analitico para su aplicacién rutinaria. Dichas caracteristicas
son las que demuestran la capacidad de una técnica analitica para mantener a lo

largo del tiempo los criterios fundamentales de validacién (AEFI, 2001).

2.4. VALIDACION

La validacibn es un programa elaborado para obtener una  evidencia
documentada real, que provea un alto grado de confiabilidad de que un proceso
especifico o procedimiento utilizado es reproducible y cumplira las caracteristicas
y especificaciones de calidad predeterminada (USP 33, 2010).

Validacién es la confirmacién por examinaciéon y la provisibn de evidencia
objetiva de que los particulares requisitos para un uso especial previsto son
satisfactorios (ISO/IEC 17025, 2005).

2.4.1. Protocolo de validacion

Consiste en un plan experimental que debe de contener las especificaciones de
los parametros de validacién. Mediante el protocolo de validacién se aprueba o
rechaza el método analitico propuesto (Castillo y Gonzales, 1999).

2.4.2. Aplicacion de la validacion

En un laboratorio de analisis de debe considerar la validacion de:

¢ Maquinarias y equipos

¢ Meétodo de limpieza

o Proceso de fabricacién

e Meétodo analitico (Castro y col., 1999).

2.4.3. Tipos de validacién (Quattrocchi, 1992).
Validacién prospectiva.- Es aplicado cuando se desarrolla un nuevo método

analitico para la verificacién de cumplimiento de las condiciones o parametros

10



establecidos para el proceso o para el método analitico, se lleva a cabo antes de
la comercializacién del producto.

Validacién retrospectiva.- Se realiza cuando un método analitico que se ha
venido utilizando durante mucho tiempo no dispone de la evidencia experimental
y documentada sobre su validez.

Revalidacion o pos validacién.- Es realizado cuando un método validado ha
sido modificado en alguno de los pasos del procedimiento establecido, o se ha
variado alguno de los instrumentos, reactivos o materiales empleados
originalmente;, asi como cambios en la matriz que contiene la muestra. La
introduccién de un cambio que puede afectar al proceso establecido en la
validacién obliga a realizar una revalidacion total o parcial de dicho proceso, o el
disefio de un nuevo proceso y su correspondiente validacion.

2.4.4. Categorias de validacion

La cantidad y el tipo de trabajo requerido para validar un método de HPLC varian
en funcién del objetivo del método. Las actividades de validacién deben
organizarse de manera que los experimentos planeados complementen el
método que se pretende apoyar (Ahuja y Dong, 2005).

Segin la United States Pharmacopeia (USP), los requisitos de las pruebas
farmacopeicas varian desde determinaciones analiticas muy rigurosas hasta
evaluaciones subjetivas de atributos. Considerando esta amplia variedad es
necesario que requieran diferentes esquemas de validaciéon, para lo cual se
indican las diferentes categorias a continuacién (Ahuja y Dong, 2005).

o Categoria I: Procedimientos analitcos para la cuantificacion de los
componentes principales de los farmacos a granel o ingredientes activos

(incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos terminados.
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s Categoria II: Procedimientos analiticos para la determinaciéon de impurezas
en farmacos a granel o productos de degradacién en productos farmacéuticos
terminados. Estos procedimientos incluyen andlisis cuantitativos y pruebas de
limite.

s Categoria Ilil: Procedimiento analitico para la determinacién de las
caracteristicas de desempefio (por ejemplo disolucién, liberacidon de farmacos).

s Categoria IV: Pruebas de identificacion

TABLA N°01: Caracteristicas analiticas tipicas utilizadas para la validacion

de métodos.
categorta Il

Caracteristicas de Andlisis Pruebas de
Desempefio Analitico _ Categoria | Cuantitativos Limite Categoria Ili _.Categorfa IV
Exactitud sl sl * * NO
Precisién si si NO Si NO
Especificidad si sf si - sl
Limite de Deteccién NO NO si » NO
Limite de Cuantificacién NO sl NO * NO
Linealidad si si NO * NO
intervalo si si * * NO

* Pueden requerirse, dependiendo de fa naturaleza de fa prueba

FUENTE. USP33 NF28. Farmacopea de los Estados Unidos de América. 2010.

2.4.5. Parametros de una validacion

Exactitud.- La exactitud de un procedimiento analitico, es la proximidad entre los
resultados de la prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor
verdadero. La exactitud de un procedimiento analitico debe establecerse en todo
su intervalo. Los documentos International Conference on Harmonisation (ICH)
recomiendan que se evaluara la exactitud analizando un minimo de nueve
determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracién. La exactitud
puede expresarse como porcentaje de recuperacion la cual debe estar entre un

98% y 102% (USP 33, 2010).

12



Precision.- Es el grado de concordancia entre los resultados de las pruebas
individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente a multiples
muestreos de una muestra homogénea. La precisién puede ser una medida del
grado de reproducibilidad y de repetitividad (USP33, 2010).

Puede distinguir dos tipos de estudio.

Repetibilidad.- Es la medida de la precisién de un método efectuado en las
mismas condiciones sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el
mismo laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos, en un corto intervalo de
tiempo (Castro y col.,, 1999).

Reproducibilidad (Precision Intermedia).- Es la medida de la precision de los
resultados de un método analitico efectuado sobre la misma muestra, pero en
condiciones diferentes como diferentes analistas, aparatos, dias, etc (ICH, 1995).
Especificidad -~ Selectividad.- Los documentos ICH, la definen como
capacidad de evaluar de manera inequivoca €l analito en presencia de aquellos
componentes cuya presencia resulte previsible, tales como impurezas, productos
de degradacion y componentes de la matriz (USP 33, 2010).

Especificidad.- Capacidad de detectar el analito sin interferencias de ningun
otro compuesto (USP 33, 2010).

Selectividad.- Capacidad de detectar el analito separadamente de sustancias
quimicas diferentes presentes en la muestra (USP 33, 2010).

Linealidad e intervalo

Linealidad.- Es la capacidad para obtener resultados de prueba que sean
proporcionales ya sea directamente, o por medio de una transformacion

matematica bien definida, a la concentracién de analito en muestras en un

=)

intervalo dado (USP 33, 2010).

13



La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la
concentraciéon de analito y su respuesta (Quattrocchi, 1992).

Intervalo.- Es la amplitud entre las concentraciones inferior y superior del analito
en la cual se puede determinar el analito con un nivel adecuado de precision,
exactitud y linealidad, se expresa normalmente en las mismas unidades que los
resultados de la prueba. La ICH recomienda que, para establecer la linealidad se
utilicen normaimente un minimo de cinco concentraciones (ICH, 1995).
Robustez.- La robustez de un procedimiento analitico, es una medida de su
capacidad para no ser afectado por variaciones pequefias, aunque deliberadas,
la robustez puede determinarse durante las etapas de desarrollo del

procedimiento analitico (USP 33, 2010).
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l. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El presente trabajo se realizé en la seccion de Fisico-quimica € Instrumentacion
del Departamento de Control de Calidad del Laboratorio MEDROCK
COORPORATION S.A.C, ubicado en el distrito de Pueblo Libre, de la ciudad de
Lima.

3.2. POBLACION

Quetiapina Fumarato 300 mg tabletas recubiertas de un Lote determinado.

3.3. MUESTRA

100 tabletas recubiertas de Quetiapina Fumarato 300 mg, que fue distribuida de
la siguiente manera.

TABLA N° 02. Distribucion de la muestra para la evaluacion de los

parametros de validacién

N° DE TABLETAS RECUBIERTAS DE QTF
PARAMETROS DE LA VALIDACION
1¢ ANALISTA 2° ANALISTA

Exactitud 20

Precision 15 15
Especificidad - Selectividad 10

Linealidad 20

Robustez 20
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3.4. DISENO METODOLOGICO

3.4.1. Preparacion de la Fase Movil.- Se Pesé 2.8 g de fosfato monobésico
de potasio, 0.47 g de hidréxido de sodio, y 0.60 g de cloruro de potasio;
transferir a un matraz de 1000 mL, se disolvié con 350 mL de agua purificada,
luego se agregé 200 mL de acetonitrilo HPLC y 450 mL de metanol HPLC, se
homogenizé y se dejo equilibrar la solucién a temperatura ambiente, luego se
prosigui6é ajustar la solucion hasta pH 7,0 utilizando acido fosférico al 85%, se
filtrd y desgasificé. La fase movil sirvi6 para el desarrollo cromatografico del
estandar y las muestras, también se empleo como soivente de la ditima dilucion
del estandar y las muestras.

3.4.2. Preparacion de la Solucion Diluyente.- Se preparé una mezcla de
Acetonitrilo HPLC y Metanol HPLC en la proporcién 50/50, dejando equilibrar a
temperatura ambiente. Es utilizado como solvente para la primera dilucién del
estandar y las muestras.

3.4.3. Preparacion del Estandar de Referencia.- Se pesdé con exactitud
aproximadamente 29 mg de QTF Estandar de referencia (equivalente a
aproximadamente 25 mg de Quetiapina base) y se transfirié a una fiola de 25 mL,
se agregbé 20 mL de solucién diluyente, sonicando hasta completa disolucién,
se llevé a volumen con el mismo solvente y se homogenizé. Se tomdé 5 mL de Ia
solucién obtenida y se llevé a fiola de 50 mL, completando a volumen con fase
mdvil. Se obtiene una solucién de concentracion 0.10 mg de Quetiapina base por

mL. Filtrar utiizando membranas de POLYVINYL DIFLUORIDE (PVDF) de 0.45 um.

3.4.4. Preparacion de la Muestra.- Se tomé 20 tabletas recubiertas, se registré
el peso individualmente, se llevé a un mortero y se pulveriz6. Se peséd
aproximadamente 298 mg de la muestra (equivalente a 100 mg de Quetiapina

base), y se transfiri6 a una fiola de 100 mL, se agregé 80 mL de solucién
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diluyente, sonicar por 10 minutos, luego se agit6 mecanicamente por 30 minutos
mas, se llevé a volumen con el mismo solvente, se homogenizé y se dejo
sedimentar. Se Tomoé 5 mL de la solucién sobrenadante y se llevé a una fiola de
50 mL, completando a volumen con fase mévil y se homogenizé. Se obtuvo una
solucion de concentracion 0.10 mg de Quetiapina base por mL. Se filtré utilizando
membranas de PVDF de 0.45 um.

Se Inyect6 por separado volimenes de 20 ulL de cada preparacion, tanto estandar

como muestra.

3.4.5. CALCULOS

Factor de calibracion del Estandar de Quetiapina Fumarato

Fet= PesoSt 9 5 9 PotSt 9 767,0
ST 50 100 . 8831

Dénde:

Peso St : Peso del estandar en miligramos

Pot St : Potencia tal cual del estandar

7670 : Peso molecular de Quetiapina base
8831 : Peso molecular de Quetiapina Fumarato

Factor de dilucion de la muestra

Doénde:
W mp: Peso de la muestra en miligramos.
PP : Peso promedio por tableta, sobre la cual se reporta e  contenido de

principio activo.
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Volumen de inyeccién: 20 ub

Temperatura: 25°C

Fase mévil: Acetonitrilo / Metanol/ Buffer fosfato (20 /45 /35) p H:7.0

Método de Calculo: Estandar Externo.

3.4.8. Procedimientos para el desarrolio de los parametros de validacion
3.4.8.1. Exactitud

a) Preparacion del Estandar de Referencia- Se pesé con exactitud
aproximadamente 29 mg de QUETIAPINA FUMARATO Estandar de Referencia
y se transfirié a una fiola de 25 mL, se agregé 20 mL de solucién diluyente, se
sénico hasta completa disolucion, luego se llevé a volumen con el mismo
solvente y se homogenizé. Se tomé 5 mL de la solucién obtenida y se llevé a
fiola de 50 mL, en seguida se completé a volumen con fase mévil. Se filiré
utilizando membranas de PVDF de 0.45 um.

b) Preparacién de las Muestras

b.1. Solucién al 50%.- En una fiola de 100 mL se colocé 5§7.5 mg de QTF
estandar de referencia, se afiadié 183 mg de preparaciéon placebo, se agregd 80
mL de solucion diluyente, se sénico por 10 minutos, luego se agité
mecanicamente por 30 minutos mas, se llevé a volumen con e mismo solvente,
se homogenizé y se dejé sedimentar. Se tomd 5 mL de la solucion sobrenadante
y se llevd a fiola de 50mL, se completé volumen con fase mévil y se
homogenizé. Se filtré utilizando membrana de PVDF de 0.45um.

b.2. Solucién al 100%.- En una fiola de 100 mL se colocé 115 mg de QTF
Estandar de Referencia, se afiadido 183 mg de preparacién placebo, se agregé 80
mL de solucién diluyente, en seguida se sénico por 10 minutos, luego se agité
mecanicamente por 30 minutos mas, se levé a volumen con el mismo solvente,
se homogenizé y se dejé sedimentar. Se tomé 5 mL de la solucién sobrenadante

y se llevé a fiola de 50 mlL, completando a volumen con fase movil y
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Dénde:

AreaMP : Area de la muestra.
AreaSt : Area del estandar.
3.5. ANALISIS DE DATOS

3.5.1. Exactitud

a. Determinacién del Porcentaje de Recuperacion

[ %R =;—Z x 100 J
Ademas: 98 % < %R < 102%

Dénde:

%R : Porcentaje de recuperacion

X h : Cantidad de analito hallado

Xa : Cantidad de analito afadido.

b. Aplicacion de test de "t" de Student

Criterio de aceptacion.- Si el "t' experimental es menor al "t" de las tablas (t
tabss ; 005: 2,306), para (n-1) =8 grados de libertad y un nivel de aceptacién del
95% (p= 0.05), entonces no existe diferencias significativas bentre la recuperacion
media y la cantidad afiadida del analito.

Calculo de "t' experimental:

_ |100=R|-vV'n
texp = " Rsp

Dénde:
R . Porcentaje de recuperacion promedio de todos los datos.
n : Niumero de mediciones

RSD : Desviacion estandar relativa o coeficiente de variacién del total de
mediciones. Si tew < 1tablas
Intervalo de confianza del Porcentaje de Recuperacion

Dénde: t = 2,306 paran - 1 grados de libertad= 9- 1 =8 y un nivel de confianza
del 95%
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( u:x-}--t—g\%é,(—s'XS]

Entonces.. = p S

3.5.2. Precisién
Criterios de aceptacion
a. Desviacion estandar relativa.- En el siguiente cuadro, mostramos el limite

permisible de RSD, para los diferentes métodos de andlisis:

Precision (Etapa) " [RSD (%)
1. Repetibilidad RSD<2%
2. Reproducibilidad RSD <2%

b. Andlisis estadistico de la repetibilidad

Dénde:

N 9
x(promedio)9
desviacién estéandar de 9| ...
desviacién estandar relativa| ...
raiz cuadrada de 9 3,000
{ tabias; 005 2,306

Intervalo de confianza individualip=X £ ¢ S
Donde: t was 00s= 2,306 para n — 1 grados de libertad (9-1=8) y un nivel de

confianza de 95%.

p =Xzt S, de los datos que se va obtener:

0 + 2,306 (S)
Entonces.. =pu<=
Intervalo de Confianza de la Media: p =X t.S/+Vn

Dénde: tihias.005 = 2,306 paran — 1 grados de libertad (9-1=8) y un nivel de

confianza de 95%. E u=x+ tt—f/_’;—“i xS ]

Entonces... =p =
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¢. Andlisis estadisticode la precision intermedia

N 18
X(promedio) 18

desviacion estandar de 18
desviacion estandar relativa de| ...
raiz cuadrada de 18 4,243
t tabiag; 0,05 2,110

Intervalo de Confianza Individual: g =x= t,,5, XS

Doénde: t exp = 2,110 para n—1 grados de libertad (18-1 = 17) y un nivel de

confianza de 95%.
De los datos que se van obtener: p=x+2.110 xS
Entonces: ...<p<...

Intervalo de Confianza de la Media: u = x+ t x S/vn

Dénde: t exp = 2,110 paran — 1 grados de libertad (18— 1 = 17) y un nivel de
confianza de 95%.

U=x+ E%E’ xS

Dénde: ...< p <

3.4.3. Especificidad - Selectividad

a. Determinacién del tiempo de retencion del pico de Quetiapina Fumarato
QUETIAPINA FUMARATO en la solucion estandar de referencia

Tiempo de retencion: ....... minutos.

QUETIAPINA FUMARATO en la solucién muestra

Tiempo de retencién: ........ minutos.

b. Determinacién de picos cromatograficos de excipientes en el placebo
No se deben detectar picos cromatograficos de excipientes en el placebo

c. Determinaciéon de picos cromatograficos de reactivos utilizados en la

preparaciéon de las muestras
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No se deben detectar picos cromatograficos de la fase mévil que interfieran con
la determinacion del analito.

d. Determinacién de picos cromatograficos de productos de degradacion
relacionados a Quetiapina Fumarato

No se deben detectar picos cromatograficos de los posibles productos de
degradacién de los analitos por efecto de la degradacién a la que ha sido
sometido el producto que puedan interferir con la cuantificacion del activo en
mencioén.

3.5.4. Linealidad

Calculo de la recta de regresion

1. Ecuacién de la recta: [ y=bx+a ]

Dénde:

x : Concentracién del analito.

y : valor de la respuesta en érea del pico cromatografica.
b : valor de la pendiente de la recta.

a : valor del intercepto de la recta con el eje "y"

2. Férmulas para hallar la pendiente "b"

p = 26D _ ny_zi%z.
LG-0)° v it &

3. Férmulas para hallar "a"

{a: y—bngz:rzb_.z_fJ

Interpretacién estadistica de la regresion lineal

a. Coeficiente de correlacion "r".- El coeficiente de correlacién "r", permite
establecer si existe relacion entre las variables x (Concentracion) e y

(Respuesta).
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¢ Test de Hipotesis para el Coeficiente de Correlacion "r"
Hg: "r" es diferente de 1

Criterio de aceptacion.- "r" no debe ser significativamente diferente de 1

Ixy -
(sz—o::)z) (Zyz__ (2131’)2)

Zyix
n

r =

Resultado: r =

e Coeficiente de determinacion.- Es el cuadrado del coeficiente de
correlaciéon "r", e indica la proporcién de la varianza total de "y". Este debe ser
mayor o igual a 0.990 para ingredientes activos en una férmula.

Resultado: r* =

o Test de hipdtesis para demostrar regresion en funcién del coeficiente de
correlacion "r"

Hy = no hay correlacién entre x ey

H; = Presenta correlacion.

Criterio de aceptacion.- Si el valor de "t" obtenido es mayor que el de "' de la
tabla, calculado para (n-2) grados de libertad y un nivel de significacién del 95%

(probabilidad, p =0.05), entonces si hay correlacién entre "x" e "y’

Calculo de "t": texp

irl | (n-2)

Ja-r)

|

exp

Resultados:
texp:
ttabla: 2.160
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b. Test de Linealidad
o Desviacion estandar relativa de los factores de respuesta "f"

Criterio de aceptacion: RSD < 5%

Calculo de "f* f= %

Resultados

Promedio de “f":

Desviacion estandar de “f":

Desviacion estandar relativa de “f™:

» Significacién estadistica de la varianza de la pendiente "b"

Test de hipétesis para la pendiente "b": Hy b=0

Criterio de aceptacion.-"b" debe ser significativamente diferente de cero

* Célculo de la varianza de la pendiente: Sy?

Sb2= S2xy S2xy
T (x-%)? Sa? - Q‘.J:l)z

* Calculo de la varianza del error experimental total: 8%,

n—2 n-2

{Szxy — Ly’-aly-bixy _ Z(y—i)z(l-rzz J

* Calculo de la desviacion estandar de la pendiente: S,

[Sb=\/5b2 ] [ S, rel(%) =212 ]

b

* Calculos de los limites de confianza de la pendiente:

( b £ tiapias, ]

Dénde: "t ' €s €l valor de la distribucion de Student para (n-2) grados de
libertad y un grado de significacién del 95% (probabilidad, o = 0.05)

* Calculo del valor de 't" experimental: te,

_|b]
texp—ﬁ
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Criterio de aceptacion.- Si t., > t.u., para o =0,05 y (n-2) grados de libertad,
entonces "b" es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipétesis
nula (Ho).

Resuitados:

Intervalo de confianza para la pendiente “b™:

toxp: tabia : 2.160

c. Test de Proporcionalidad

» Significacién estadistica de la varianza del Intercepto "a™:

Test de hip6tesis para el intercepto "a™: Hya =0

Criterio de aceptacion.- “a" no debe ser significativamente diferente de cero.

* Célculo de la varianza del Intercepto: S,?

Saz= s2xy (5 X?) - S2xy (3 x*)
T (x=%)2 () T2 — Gx)? n
Tt

* Célculo de la varianza del error experimental total: $%,,

[ S2xy = Ly*-afy-bIxy _ L-§)2(1-1%) ]

n—-2 n~2

* Célculo de la desviacién estandar del intercepto: S,

S, = V Sa? [ S, Tel(%) =.&--;l..1£2 ]

* Célculo de los limites de confianza del Intercepto:

l at tigpias, ]

"t” es el valor de la distribucién de Student para (n-2) grados de libertad con

Donde:

una probabilidad de a= 0,05.

* Caélculo del valor de “t” experimental: tey,

_ lal

texp—'_';‘;
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Criterio de aceptacion.- Si to, & e, para a = 0,05, (n-2) grados de libertad
entonces "a" no es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipotesis
nula (Ho).

Resultados;

Intervalo de Confianza para el intercepto “a”

texp: twabia: 2.160

3.5.5. Robustez

a. Desviacion estandar relativa

En el siguiente cuadro, mostramos el limite permisible de RSD, para las
diferentes condiciones de analisis:

TABLA N° 04. Parametro a evaluar en el ensayo de robustez

PRECISION RSD (%) PERMISIBLE

1. REPETIBILIDAD RSD< 2%
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IV. RESULTADOS
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TABLAN? 05. Parametros de adecuacién obtenidos en la prueba de aptitud del
sistema de la técnica analitica por HPLC, en la validacién de Quetiapina

Fumarato tabletas recubiertas. Lima 2011.

PARAMETRO DE CRITERIO DE
RESULTADOS
ADECUACION ACEPTACION
Repetibilidad del tiempo de
RSD < 1,0% 0,035%
retenciéon
Repetibilidad de Areas RSDs<2,0% 0,214%
Factor de asimetria Maximo: 1,5 0,308%
Ndmero de platos teéricos Minimo: 1000 5966,247
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TABLA N° 06. Porcentaje de recuperacién obtenido de concentraciones
diferentes para el ensayo de exactitud de la técnica analitica por HPLC, en la

validacién de Quetiapina Fumarato tabletas recubiertas. Lima 2011.

DEANALITO |  ARADIDO (mg) | o fma) . | %DERECUPERACION

58.00 58.056 100.08
50% 57.70 58.34 101.12
58.50 58.85 100.60

118.56 117.98 99.51
100% 116.31 116.93 100.53
" 118.44 119.00 100.47
175.95 176.01 100.03
150% 178.34 178.91 100.32
178.32 178.27 9997
Promedio 100.29

Desviacién estandar (DS) 0.461

Desviacién estandar relativa (DSR) 0.459
Numero de datos (n) 9.0

Grados de libertad (GL) 8.0

t experimental 1.918

t tabla (p = 0,05, GL:8) 2.306

toxp< tiobia
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TABLA N° 07. Resultados obtenidos por un analista durante el estudio de
repetibilidad para la validaciéon de la técnica analitica por HPLC, para el analisis

de Quetiapina Fumarato tabletas recubiertas. Lima 2011.

MUESTRAS P(ﬁ‘sg AREAS mg D:Bﬁg'?k”o ! PROMEDIO mg DE ANALITO / TABLETA
150.4 1050.719 299.22
’ 1052.220 299.65 299.09
1047.757 298.38
150 5 1059.478 301.49
50% ' 1055.987 300.50 300.95
1057.276 300.86
151.2 1067.442 304.44
) 1064.622 303.63 304.15
1067.249 304.38
2997 2086.783 298.49
2083.621 298.04 298.22
2084.296 298.14
2999 2105.340 300.88
100% ’ 2108.542 301.34 301.06
2105.900 300.96
299 2 2090.439 298.90
2083.366 297.88 298.18
2082.519 297.76
3137.307 298.78 ‘
450.2 3129.625 298.05 298.43
3133.846 298.45
450.9 3185.691 302.90
150% 3177.104 302.08 301.36
3145.897 299.11
3172.702 302.14
4502 3161.167 301.04 301.85
3175.129 302.37
Promedio 300.37
Desviacion estandar (DS) 2.033
Desviacion estandar relativa (DSR) 0.677
t tabla (p = 0,05; GL:8) 2.306
Intervalo de Confianza Individual g =x: t §) 295.68 < 4 < 305.05
Intervalo de Confianza de la Media(u =xsts/ vn) 298.80 < p<30183
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TABLA N° 08. Resultados obtenidos por dos analistas durante el estudio de la
precisién intermedia en la validacién de la técnica analitica por HPLC, para el

andlisis de Quetiapina Fumarato. Lima 2011.

CANTIDAD DE MUESTRA (mg) | PROMEDIO: mg DE ANALITO /
PESADO POR CADA TABLETA
MUESTRA ~ ANALISTA B o )
ANALISTA 1 ANALISTA2 ANALISTA 1 ANALISTA2
150.4 149.8 299.09 303.54
50% 150.5 150.1 300.95 301.18
151.2 150.2 304.15 30034
299.7 298.6 298.22 299.06
100% 299.9 298.3 301.06 300.04
299.2 299.0 298.18 301.24
450.2 4472 298.43 301.17
150% 450.9 4471 301.36 301.47
450.2 4475 301.85 300.80
Promedio 300.67
Desviacion estandar (DS) 1,657
Desviacion estandar relativa (DSR) 0.551
Raiz cuadrada de 18 14.243
t tabla (p = 0,05, GL:17) 2.110
Intervalo de Confianza Individual(y =X £ t. S) 297.18 <y < 304.17
Intervalo de Confianza de la Media(p =X+ t.S/ ¥ n) 299.85 < p < 301.50
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TABLA N° 09. Tiempos de retencién a los que eluye €l principio activo y los
productos de degradacion en el andlisis de Selectividad — Especificidad de la

técnica analitica por HPLC, en la validaciéon de Quetiapina Fumarato tabletas

recubiertas. Lima 2011,

TIPO DE MUESTRA

TIEMPO DE RETENCION (min)

Estandar de Quetiapina

4.418 para la Quetiapina
1.021 para el acido fumarico

Muestra de Quetiapina

4.423 para la Quetiapina
1.021 para acido fumarico

Diluyente No hay respuesta
Fase movil No hay respuesta
Placebo No hay respuesta

Muestra de hidrolisis
alcalina

4.414 para la Quetiapina
1.020 para e acido fumarico
2.513para compuesto de degradacion 1

Muestra de hidrolisis acida

4.431 para la Quetiapina

1.027 para el acido fumarico

1.438para compuesto de degradacion 1
2.516 para compuesto de degradacion 2
2.789 para compuesto de degradaciéon 3

Muestra de oxidacion

4.416 para la Quetiapina

1.019 para el acido fumarico

2.817 para compuesto de degradaciéon 3
3.222 para compuesto de degradacién 4
2.838 para compuesto de degradacion 5

Muestra de termolisis

4.403 para la Quetiapina
1.017para el acido fumarico

Muestra de fotdlisis

4.432 para la Quetiapina
1.022para el acido fumarico
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FIGURA N° 03. Curva de regresion lineal del &rea en funcion de la
concentracion, en el analisis de linealidad de la técnica analitica por HPLC, en

la validacién de Quetiapina Fumarato tabletas recubiertas. Lima 2011.
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TABLA N° 10. Resultados obtenidos en la prueba de robustez en tres

condiciones diferentes de la técnica analitica por HPLC, en la validacién de

Quetiapina Fumarato tabletas recubiertas. Lima 2011.

MUESTRAS

R1 (mg): pH = 6,8 DE LA |

R2 (mg): COLUMNA MARCA:
VERTICAL. VertiSep™ AQS

R3 {mg): REFRIGERACION

FASE MOVIL. Phenyl (150 x 2,1mm, 5um) | (2°- 8°) DURANTE 24 HORAS
CROMATOGRAFICA.
M1 296,590 298,630 299,280
M2 295,460 298,390 301,200
M3 296,690 301,190 302,040
M4 292690 298,160 300,090
M5 295,550 299,270 301,120
M6 293,260 298,120 298,210
Promedio 295,04 29896 300,323
Desviaciéon
estandar 1,688 1170 1,411
(DS)
Desviacién
estandar
relativa 0,572 0,391 0,470
(DRS)
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V. DISCUSION

El presente trabajo se propuso para desarrollar un método analitico por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), para la cuantificaciéon de
Quetiapina Fumarato tabletas recubiertas, la cual no figura en ninguna obra
oficial.

En la TABLA N° 05, ANEXO N° 01 y ANEXO N° 02, se muestran los
pardmetros de adecuacién y los resultados para la Aptitud del Sistema en la
que se determiné la repetibilidad del tiempo de retencién fue 0,035% de
desviacién estandar relativa, el cual indica un alto grado de certeza de la
identidad del analito, demostrando la elucién de la concentracién maxima en el
mismo tiempo. La repetibilidad de areas fue 0,214% de desviaciéon estandar
relativa, indica que la integracién de las areas es precisa. El factor de asimetria
fue 0,308% de desviacién estandar relativa muestra que el pico es simétrico,
demostrando la usencia de colas hacia la derecha e izquierda. El nimero de
platos teédricos es 5966,247 el cual indica la eficiencia de la columna
cromatografica. Los valores obtenidos para cada pardmetro de adecuacion

quedan dentro de las especificacion segin de la USP.

45



Considerando estas condiciones de trabajo se procedié a la validacion de la
técnica analitica desarrollada por el método de HPLC.

En la TABLAN® 06 y ANEXO N° 04 muestra el porcentaje de recuperacion de
Quetiapina Fumarato tabletas recubiertas en funcién a la cantidad agregada,
donde el porcentaje de recuperaciéon que se obtuvo fue satisfactorio (media =
100,29 %), con una desviacién estandar relativa de 0,459. Para confirmar el
resultado, se sometié al parametro estadistico de test de Student donde t.,, =
1.918 y tun= 2.306.Al1 ser too< t ua NO existe diferencia significativa entre la
cantidad afiadida del analito y la cantidad recuperada del mismo. Segin el
ANEXO N° 03, se realiz6 el Test de igualdad de varianza (test G de Cochran),
donde G, = 0.645< Guy.= 0.8709 que significa que las varianzas de las tres
concentraciones utilizadas son equivalentes. Es decir, el factor concentracion
no influye en la variabilidad de los resultados.

En el estudio de repetibiidad se obtuvo resultados por un analista
efectuandose sobre una serie de alicuotas homogéneas. En la TABLA N° 07 se
muestra el promedio del contenido de analito declarado siendo 300,37
mg/tableta recubierta con una desviacién estandar relativa de 0.677, para un
criterio de aceptacién de no més de 2% para determinaciones independientes a
concentraciones de 50%, 100% y 150%. Segun AEFI (2001) el criterio de
aceptacion debe estar en funcién de la concentracién, para los principios
activos menor al 2,0%, por lo que se espera resultados muy cercanos al cero,
como lo obtenido en el trabajo. Segun el criterio de Martin-Smith y Rudd
(1990) consideran para formulaciones farmacéuticas que contienen entre 1y
10 de concentracion de principio activo, la desviacién estandar relativa en el
estudio de repetibiidad para los resultados debe ser menor que el 1,0%, y el

valor obtenido en este trabajo esta dentro de este criterio.



Al determinar el limite de confianza individual se obtuvo 295,68 <y < 305,05,
quedando cada uno de los cuantificados dentro del limite superior e inferior.
Para el limite de confianza de la media fue de 298,80 < u < 301,93, quedando
también la media dentro de estos limites.

En la TABLA N° 08, se observa la variabilidad del contenido hallado de la
Quetiapina, realizado por dos analistas, los resuitados obtenidos demuestran
que no existe diferencia significativa entre los resultados alcanzados por los
analistas (analista 1: 300,37 mg /tabletas recubiertas) y (analista 2: 300,98 mg/
tabletas recubiertas), asi mismo, la desviacion estandar relativa es de 0,551
para un criterio de aceptacion de 2,0%, lo cual indica que el método es
reproducible. Se determiné el limite de confianza individual que fue de 297,18
S M s 304,17, los resultados obtenidos individualmente queda dentro de estos
valores hallados, el limite de confianza de la media fue 299,85 <y < 301,50, el
promedio del contenido hallados es 300,67 mg/ tabletas recubiertas, el referido
valor se encuentra dentro de estos limites. DeSain (1992) y Martin-Smith vy
Rudd (1990), plantean que para la mayoria de las técnicas analiticas el
coeficiente de variacion de la precision intermedia debe ser menor de 2,0%.

En la TABLA N° 09, se muestra los tiempos de retencién a los que eluye el
principio activo y los productos de degradacién en el ensayo de selectividad —
especificidad, en la cual el tiempo de retencién del estandar y la muestra para
la Quetiapina es de 4.418 y 4.423 minutos respectivamente siendo esta
respuesta casi exacta para ambos, y también se encuentra una respuesta de
1.021 minutos para el acido fumarico siendo similar el estandar y la muestra, de
igual manera se observa la diferencia de tiempos de retencién entre la
Quetiapina y el acido fumarico, tanto en el estandar como en la muestra. En la
muestra de diluyente, fase movil y placebo no se encontré ninguna respuesta el

cual indica que el diuyente, fase mévil y el placebo no interfieren en la
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cuantificacién del principio activo. En la muestra de hidrolisis alcalina se obtuvo
una respuesta a los 4.414 minutos para la Quetiapina, 1.020 minutos para el
acido fumarico y 2.513 minutos para el compuesto de degradacién 1, entre este
ultmo y la Quetiapina hay diferencia en el tiempo de retencién
significativamente el cual no interfiere en la cuantificaciéon, a la vez se muestra
que en el hidrolisis alcalina encontramos como producto del estrés al que fue
sometida solo un compuesto de degradacion. En la muestra de hidrolisis acida
se obtuvo una respuesta de 4.431 minutos para la Quetiapina, 1.027 minutos
para el acido fumarico, 1.438 minutos para el compuesto de degradacién 1;
2.516 minutos para el compuesto de degradacién 2 y 2.789 minutos para el
compuesto de degradacién 3; donde la el tiempo de retencién de la Quetiapina
con respecto a los demas tiempos de retencién hay diferencias marcadas,
estos productos de degradacién obtenidos en esta prueba no interfieren en la
cuantificacidn del analito principal. En la oxidaciéon se observa tiempos de
retencion de 4.416 minutos para la Quetiapina, 1.019 minutos para el acido
fumarico, 2.817 minutos para el compuesto de degradacion 3; 3.222 minutos
para compuesto de degradacién 4 y 2.838 minutos para el compuesto de
degradacién 5, de igual manera siendo muy distantes del tiempo de retencién
entre la Quetiapina y los productos de degradacién, por tanto, no hay
interferencia en la cuantificaciéon del pico principal. En la termdlisis se observa
tiempos de retencién de 4.403 minutos para la Quetiapina y 1.017 minutos
para el acido fumarico, de igual manera, en la fotolisis se observa tiempos de
retencion de 4.432 minutos para la Quetiapina y 1.022 minutos para el acido
fumarico, el cual indica que la termdlisis y fotolisis no afectan en la degradacién
de la Quetiapina, ya que no se encontré ninguna respuesta diferente a la
Quetiapina y el acido fumarico. Segun Martin-Smith y Rudd (1990), los métodos

cromatograficos se consideran selectivos, si se demuestran que los picos son
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homogéneos y corresponden a un solo compuesto, mediante una buena
separacion del analito y productos relacionados.

En la FIGURA N° 03 y en el ANEXO N° 15, se observa la variacion del area en
funcién de concentracion en el ensayo de linealidad del método, donde se
observa un coeficiente de correlacién igual a 0,9999, y la ecuacién de la recta
fue y = 21,083x + 5,488. Por tanto, el coeficiente de correlacién es mayor a
0,995 para ingredientes activos en una formula segun lo exigido por la FDA
para este pardmetro. Por otro lado, 0,9999 muestra un alto grado de
correlacién segun Pearson, esto significa que la variable independiente explica
un 99,99% el comportamiento de la variable dependiente “y”, muchos autores
como Martin-Smith y Rudd (1990), plantean que para que el método se
considere lineal, el coeficiente de correlacion debe ser mayor que 0,999 y
también con respecto al trabajo realizado por Suneetha y Lakshmana (2010),
obtuvieron un coeficiente de correlacion igual a 0,999 siendo este valor casi
semejante al resultado hallado en este trabajo. Sin embargo, Quattrocchi
(1992) considera que la mejor forma de indicar la linealidad del método
desarrollado es realizando una prueba estadistica de t de Student. Al aplicar el
test de linealidad (ANEXO N° 15) se demostrd la regresion en funcion del
coeficiente de correlacion (r), tenemos Hy= no hay correlacion entre “x" e “y”
mientras la H,= si hay correlacion, se tiene que el valor de “t" obtenido
(295,597) es mayor que el ‘t” de tabla (2,160), calculado para (n-2) grados de
libertad y un nivel de confianza del 95%, entonces si hay correlacion entre “x” e
“y", aceptandose la hipétesis experimental, por tanto, el t de Student sirvié para
determinar si la correlacion lineal es significativa. Asimismo, mediante el test de
Cochran (ANEXO N° 16), también demostramos que al ser Gexp = 0,267

menor que Gtabla = 0,6838, las varianzas de las concentraciones son
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homogéneas, que el factor de concentracién no influye en la variabilidad de los
resultados.

Si el valor de “b” fuese igual a 0 significaria que la recta es paralela al eje de
abcisas y no habria correlacion, pero en nuestro analisis el valor obtenido para
t o indica, con un nivel de confianza de 99% que “b” es significativamente
diferente de 0, entonces, si hay correlacion. En el anélisis del intercepto o
termino independiente “a“ la determinacion de la varianza del termino
independiente, decimos que t o< t ue donde t exp = 0,197 y ttabla = 2,160,
del andlisis el valor obtenido para €l t exp, indica con un nivel de confianza que
“a’ no es significativamente diferente de 0, entonces si hay correlacion.

En el TABLA N° 10, los resultados por efecto de la variabilidad, realizando el
cambio de pH (6,8) de la fase mévil, cambio de columna (Marca: Vertical) y
sometiendo la muestra a refrigeracién (2°- 8°), donde la respuesta hallada del
contenido del analito declarado es independiente de la variabilidad de esas

condiciones.

50



VI. CONCLUSIONES

Se validé la técnica analitica por método de Cromatografia Liquida de Alta
Performance, (HPLC) para la determinacion de contenido de Quetiapina
Fumarato en la Forma Farmacéutica de Tabletas Recubiertas,
demostrando y documentando los resultados obtenidos, que es confiable
por cumplir con los parametros de exactitud, precision, especificidad —

selectividad, linealidad y robustez.

La prueba de aptitud del sistema para el método analitico fue reproducible

en tiempo de retencion y areas.

La técnica analitica fue exacta, ya que su capacidad analitica permite

obtener resultados lo mas cercano al valor real.

La técnica analitica fue precisa, ya que el grado de concordancia nos

permite obtener resultados repetitivos y reproducibles.

La técnica analitica desarrollada fue especifica — selectiva, ya que no se

detecto la interferencia de la matriz, ni de los productos de degradacion.

La técnica analitica fue lineal, porque determind la relacién entre las

concentraciones (50%-150%) y la respuesta (Areas), siendo estos

51



proporcionales para determinar la regresion lineal en la cual indica un aito

grado de correlacion.

La técnica analitica fue robusta porque no se hallé diferencias
significativas, con los resultados obtenidos trabajando a las condiciones

cromatogréficos establecidas.
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V. RECOMENDACIONES

La técnica analitica se reevaluara cuando el producto sufra cambio en

la formulacién, con fines de producir datos analiticos fiables.

Se realizara la revalidaciéon de la técnica analitica cuando se modifique
diferencialmente uno o mas de las condiciones cromatogréficos

establecidas en la técnica analitica validada.

Se revalidara la técnica analitica cuando haya una modificatoria en una

de las etapas del proceso de fabricacion.
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ANEXO N°02
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ANEXO N°03
TABLA NP 10. Determinacion de fa exactitud en las muestras de concentraciones
diferentes en la validacion de la técnica analitica para €l andlisis de contenido de

Quetiapina Fumarato tabletas recubiertas. Lima 2011.

% Analito Analito | i
Tebrico | anadido Areas hallado rr“o?n s | mgp;om:t &
dewnalito| (mg) mg) | P

5800 | 1050.084| 58.05
Exactitud
5770 | 1055444 5834 | 5841 |041] 5805+ 041 | 0.17
5850 | 1064582| 5B85
11856 |2134.187| 117.98
Exactitud
116.31 | 2115.173] 16.93 | 117,97 { 1.04| 117,97¢1.04 | 1.08
100% ) )
118.44 | 2152658 119.00
17595 | 3183.943| 176.01
Exactid]
178.34 | 3236402 17891 | 177,73 |152| 177738152 | 2.31 |
0% { |
17832 |3224852| 17827

Testde igualdad de Varianzas {Test G de Cochran):

S2max 2,31

Gexp = 521+ 522+ 523+ 524 +525 356 = 0,645

Gu {P=0,05; K=3; n=3) = 0.8709

Al ser Gep< Guua significa que las varianzas de las tres concentraciones
utiizadas son equivalentes. Es decir, €l factor concentracion no influye en la

variabilidad de los resuitados.



ANEXO N°04
TABLA N° 11. Porcentaje de recuperacion de Quetiapina Fumarato tabletas
recubiertas en funcion a la cantidad agregada, en ila ensayo de exactitud de ia

técnica analitica. Lima 2011.

Porcentaje de recuperacion (Test t de Student):
S;J'eéml to N Porcentaje de recuperacidn {%)
100.08
1G0.60
957
Exactitud 100% G033
W0.47
T00.03
Exactitud 150% 70032
8997
Bromeho 100.29

DSR(%) 0.458
t. 1.918
exp

lm:;h\ns 2.306
intervaio de Confianza Superior 100.65

Intervalo de Confianza inferior 99.94

Para: Grados de libertad: n— 1 =8 y p: 0,05; con un nivel de confianza del 95,0%

el valor de: t ., {P=0,05; GL=9 —-1=8) =2.306

_[100—Rl—vn _ {100 —100,29|— V9

exp RSD 0.33 =1.918

Al serio= ban NO €Xiste diferencia significativa entre ia recuperacion media 'y

100, confirmandoque € método es exacto.
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ANEXO N°: 12

Lo A el a oY T

FIGURA N° 12. atogramas obtenidos en el analisis de selectividad —
especificidad en la técnica analitica de la validacidn de Quetiapina Fumarato
tabtetas recubiertas. Lima 2011.
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FIGURAN® 11. Cromatogramas obtenidos en el analisis de selectividad =
especificidad en la técnica analitica de la validacion de Quetiapina Fumarato

tabletas recubiertas. Lima 2011.
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ANEXO N° 15

TABLAN® 13. Resultado de linealidad del método en funcién de concentraciones
y areas requeridas para determinar ia curva regresion lineal de ias soluciones
estandarde QUETIAPINA FUMARATO tabletas recubiertas en el rango de (50%

-150%).Lima 2011.
z_“" " ’;“_" mg/mL(X) Argn M| Xxxv X ¥ FYIX)
St 49745| 1050077| 52236237 2474578] 1102662532] 21.109

9% 7] 40488 1055444 | 52231624| 2449045] 1.113.961.713] 21327
St3 50174 | 1064.582| 53414.315| 2517.427| 1133.335332] 21.218

. st 74.721| 1567.435| 117.119.706] 5583171 2456852270 20977
75% s 75347 | 1.602.185] 120.719.401] 5677.128] 2566997.479] 21264
53 75681 1600.852] 121.154.440| 5727.646] 2562727948] 21.153

st 101.686 ] 2134187 | 217.016.721] 10340024 4554753168 200988

100% st2 99756 | 2.115.173] 211.001529| 0.951288| 4473958258 21203
St 101.583 | 2.152.658 | 218.673.411| 10.319.103] 4633935590 21.191

St 126138 | 2603446 | 335962377 15.910.849| 7093046994 21.115

2% 1 S22 126.404 | 2601604 340229.700] 15.977.995| 7244720850 21204
S 127382 | 2677991] 341.127.401| 16226.134]| 7.171.634.743] 21023

sH 150.908] 3163.943| 480482048 22.773.162] 10.137 494280 21.099

150% St2 152958 | 3236402 | 495.032536 | 23.396.058| 10.474294.863 | 21.159
58 150941 | 3224852 | 493210674 23.390.811 | 10399672335 21.086

e 1394917 | 32020532 | 3.0A0612.12 11271843 17120.957.356 1 317206 |
Promadiinde Factor de Respuesta (f) 21.147 |
Des viacion Estandarde T 0.106 |
De's viacnEs tandar Relativade f i - 0499
;CoeficietadeComelacion: r 09999
Coe¥ winntedeCorrelacion: r2 10,9999

*Coeficiente de correlacion: r

1" debe ser mayor o igual a 0.995.

Resultado:

r=0,9999

* Coeficiente de determinacion: r"r™" debe ser mayor o igual a 0.990.

Resultado:

r? = 0,9999

* Test de Hip6tesis para demostrar regresion en funcion del coeficientede

correlacion “r:

H; = nohay comelacion entre xe y.
H, = sihay correlacion
= 295597

Resuftado: T o

Tm=

2,160

texp €5 mayor tia,, entonces rechazamos Hp y aceptamos H,.



ANEXO N°16

TABLA N° 14. Resultado de linealidad en funcién de concentraciones y 4reas
requendas para determinar la curva regresion lineal de {as soluciones estandar
de QUETIAPINA FUMARATO tabletas recubiertas en el rango de (50% -

150%).Lima 2011.
T Concen | Mues mgimL | Area fyix) | Prom | s I s
Aracibn tras x) | ) , ] ,
st 49745 1050077 | 21109
‘S50% st2 49.488 1.055.444 21327 21.218 0,109 | 0,012
St3 50.174 1064582 | 21.218
st 74721 1567.435 | 20977
. 3 st2 75347 1.602.185 | 21264 | 21.131 | 0,145 {0,016
st3 75.681 1600852 | 21.153
St1 | 101686 | 2134187 | 20988 ;
190% “sr2 99.756 2115173 | 21203 | 211427 | o421 {0,013
st13 101583 | 2152658 | 21.191
st1 126138 | 2663446 | 21.115
125% st2 126.404 2691604 | 21294 | 21144 | 0,138 {0,015
St3 127.382 2677991 | 21.023
8t 150.908 3183943 | 21.099
AL, st2 152.958 3236402 | 21159 { 21.135 | 0039 | 0,004
st3 152.941 3224852 | 21.086
b3 1574991 | 32.020832 | 317.206 | 105.735] 0,551 | 0,060
Test de Cochran

Giata (4=0,05; k=5; n=3) = 0.6838

. - S2max 0,016
eXP T $214 5224 5234+ 524+ 525 0,060

= 0,267

Al ser Ggo< Gpn, significa que las varianzas de las concentraciones son
homogéneas, es decir, que el factor concentracion no influye en fa variabilidad

de los resuttados.



ANEXO N°17

INFORMETECNICO

PRODUCTO : QUETIAPINA 300 mg TABLETAS RECUBERTAS
wETOD0 - CROMATOGRAFIA LIQUIDADE . TAPERFORMENCE
PARAMETROS DEDESEMPERO ANALITICO CRITERIOS DE ACEPTACION RESULTADOS
APTITUD DEL SISTEMA
*Reprodaiiidd. 28 s Sempos do retencion DSR<1% DSR=00% %
*ReprocxRilicd. de las dreas DSR<2% DSR=0214 %
UNEALIDAD
Ecuacion de larectn y=tw+a yu 20799 x+ 0617
= Cocficiorte ¥ toftelacion: 1 12095 09964
* Costiciertn do debemrhacion: 1° 120890 ages7
* Text do hipitesis paro domostrar tegresiin tap>lue 10,001 > 2160
en tuxitn da ™" icind
Test do Lineaiidad
* Dessiacion Estncor Relathe de * f* DSR < 5% DSR= 1,170 %
* intenelo de corfiarza de a pendierte V" m-‘btlﬂ,s. 238 a 220
* Testde tipiiesis de s pendierts t" L uy™ t w1y 001 100001 > 3012
Tostde
* triorulo the coriren ol interoepls "3 m=a .S, SANTIVa IEISAY *
* Test do hiptiesis del intercepto “e” tyeo<twomisions 0221 <2160
* B intervalo do confianza del
*~a* inchwe al cero (0).
PRECISION
| Deswanon Estrytr Rebthe 0 12
Repetibitidad DSR <2% DSR=0677 %
[ ievasdy Tainker Wdatva o B e on
$rinrmedia OSR < 2% DSR=0551 %
EXACTITUD
|.....Porcertaje de Fliecuperacit % - 12 % w2 %
“Desviachn isntar Relathva do ia
S DER<2% 0,458%
|- Y ostoe tiptiesis porn & Recuporacicn ko <teagson 138<2.%6
“ irierudy Yoooeliren do b Recuparacion K-t SCPCX 4+ Lognn S ' 8004 a W08
n k)
ESPECIFICIDAD
* Respests o Estindy G Quetiapina Hoy respuesta Hay respuesta a Jos 4413 min
* Respee=ia de &2 Sbaestra de Quetiapina Hay respuesta Hey respuesta 2 los4.423min
| "R espoests & Pacebo Mo tey respsesta No tay respuests 9 442 min
* Respuocta de la Fase Movl Nohay respuesta No hay r espuesta a 442 min
No se detectan respuestes
interferentss con ta del principio activ
e frberes en ef-rango de modida por
- ) Prodrios do Notey itsrferencia chects
e jos posibles prodctos de
sogrataite; de Cuetiop 0 o >
* Lineatidad 0% -150 % Corforme
* Precisitn 50%-15 % Conforme
* Exactiud DH%-10% Conformo
CONCLUSIOR: | aproBADO

2011

FIGURA NP 14. Informe técnico de la validacion de la técnica analitica. Lima




ANEXO N° 18

FOTOGRAFIA N° 01. Fotografia de la Quetiapina tabletas recubiertas. Lima

2011



ANEXO N° 19

FOTOGRAFIA N° 02. Fotografia del equipo de HPLC utilizado para el desarrolio
de la validacion de la técnica analitica de Quetiapina Fumarato tabletas

recubiertas. Lima 2011.
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