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RESUMEN
La validaciéon de un método analitico es parte integral del sistema de control de
calidad, puesto que métodos validados conducen a resultados precisos y
exactos. Ademas la validacion de métodos es una exigencia de la Direccién
General de Medicamentos Insumos y Drogas (DIGEMID) contemplada en el
manual de Buenas Practicas de Manufactura (BPM).

El presente trabajo se propone validar el método analitico por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) para la cuantificacién de diclofenaco &cido
libre en Dolfenex® 9mg/5ml suspension oral, debido a que este principio activo
no se encuentra contemplado en ninguna monografias oficiales como la
farmacopea de los Estados Unidos (USP) o farmacopea Britdnica (BP), el
presente estudio descriptivo se realizé en el area de investigacion y desarrollo
del Instituto Quimioterapico S.A. (IQFARMA), entre los meses de agosto a
diciembre de 2012.

Se establecié los parametros de validacion de acuerdo a lo planteado en la
farmacopea de los Estados Unidos (USP 35 — NF 30) para la categoria |,
siguiendo la metodologia propuesta por la international conference on
harmonization (ICH), siendo estos: linealidad, exactitud, precision, robustez y
selectividad. Se determind la linealidad del sistema en el intervalo de 50% a
150%, obteniéndose la siguiente ecuacion: y= 8 465849 x + 43,923 y un
coeficiente de determinacion (r* = 0,997) concluyendo que el método es lineal;
para la exactitud se obtuvo un porcentaje de recuperacion (100,219%) que no
presentd diferencia significativa con el 100%, en la precision se obtuvo un
coeficiente de variacion (CV = 0,235%) que evidencia resultados repetitivos y en
la precision intermedia se obtuvo coeficiente de variacion (CV = 0,247%); para
dos analistas diferentes, El método es robusto porque presentd un coeficiente de
variacion (CV= 0,239%), frente a la modificacién del flujo a la mitad (0,6 mi/min);
y finalmente el método es selectivo porque permite el analisis del principio activo

sin la interferencia de los excipientes de la formulacién.

Se concluye que el método analitico para la cuantificacién de diclofenaco acido
libre en Dolfenex® 9mg/5ml suspension oral, esta validado por cumplir con los
parametros de validacion propuestos por la farmacopea de los Estados Unidos
(USP 35 — NF 30)

Palabras Claves: Validacion, Cromatografia, Diclofenaco.



I. INTRODUCCION

El fin de la industria farmacéutica siempre ha sido producir medicamentos de
calidad y con total garantia, y es en el avance para conseguir un total dominio de
la calidad cuando surge el concepto de validacion.

La validaciéon, busca obtener evidencia documentada de que un procedimiento
conducira con un alto grado de seguridad a la obtencién de resultados precisos y
exactos dentro de especificaciones de calidad establecidos. Ademas en el
mercado farmacéutico existen varios medicamentos cuyas métodos analiticos,
no se encuentran publicados en obras oficiales como la farmacopea de los
Estados Unidos (USP) o farmacopea Britanica (BP), lo cual hace necesario el
desarrollo y validacién de estos métodos.

Por otra parte, la validacion de métodos analiticos se realiza para cumplir las
exigencias de la Direccion General de Medicamentos Insumos y Drogas
(DIGEMID) contemplada en el articulo 176° del manual de buenas practicas de
manufactura de productos farmacéuticos (BPM), el cual a su vez se rige a
reglamentaciones internacionales dadas por la Food and Drug Administration
(FDA), Organizacion Mundial de la Salud (OMS), International Conference on
Harmonization (ICH).

En el presente trabajo se valida el método analitico para la cuantificacion de



diclofenaco acido libre en Dolfenex® 9mg/5ml suspension oral siguiendo los
lineamientos propuestos por la farmacopea de los Estados Unido (USP 35 — NF
30) y la International Conference on Harmonization (ICH Q2(R1)), usando la
cromatografia liquida de alta performance por ser una técnica muy sensible, de
facil adaptacién a determinaciones cuantitativas exactas, y presenta idoneidad
para la separacion de especies no volatiles o termolabiles y, sobre todo por su
gran aplicabilidad a sustancias que son de interés en la industria.’

La validacién del método se realiz6 en el area de investigacion y desarrolio del
instituto Quimioterapico S.A. (IQFARMA), entre los meses de agosto — diciembre
de 2012; desarrollando los siguientes pardmetros de validacion: linealidad;
exactitud; precision; robustez y selectividad.

La presente investigacion, busca dejar evidencia documentada y a su vez
aportar conocimientos que puede ser aplicado en las areas de control de calidad
de los diferentes laboratorios farmacéuticos; planteandonos los siguientes
objetivos:

Objetivo General

Validar €l método analitico por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
para la cuantificacion de diclofenaco acido libre en Dolfenex® 9mg/5ml

suspension oral.
Objetivos Especificos

Determinar que el método analitico cumpla con los parametros de validacién
propuestos (linealidad, exactitud, precision, robustez y selectividad), en las
condiciones descritas y asi obtener pruebas documentales para la cuantificacion

de diclofenaco acido libre en una suspensioén oral.



1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

El desarrollo y validacién de técnicas analiticas para materias primas y/o
productos terminados es una tarea que se viene realizando en diferentes
laboratorios farmacéuticos en los ultimos afios, debido a las exigencias de
calidad y a la mejora de la productividad. Es asi que la validacion de técnicas
analiticas establece la evidencia documentada de que un procedimiento analitico
conducira con un alto grado de seguridad a la obtencion de resultados precisos y
exactos, motivo por el cual se han desarrollado diversos trabajos de
investigacion:

En la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, Azafia y Cornelio? han investigado sobre el desarrollo y validacion
de una técnica analitica por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
para cuantificar clonixinato de lisina 125 mg y pargeverina clorhidrato 10 mg en
tabletas recubiertas, demostrando que esta técnica analitica cumple con los

pardmetros de desempefio de la validacion.

En la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, Enciso® realizé el
trabajo de investigacion sobre la validacién prospectiva de la técnica analitica por

cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para el Pectoflem® Jarabe,



demostrando que la técnica analitica cumple con los parametros de validacion
como selectividad, linealidad, exactitud y precisién, para la cuantificacion de

dextrometorfano bromhidrato y guaifenesina.

Bellido,* realizé el desarrollo y validacion de un método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para la determinacion cuantitativa
del ambroxol clorhidrato en jarabe, indicando que el método por HPLC es

adecuado para la cuantificacion del ambroxol clorhidrato en un jarabe.

Asi como también Flores,® realizo el desarrollo y validacion de la técnica analitica
por cromatografia liquida de alta eficiencia (H.P.L.C.) para la determinacién de
contenido de vitamina D, colecalciferol en una suspension oral indicando que

dicha técnica cumple las especificaciones y parametros de validacion.
2.2. Validacion

La validacién consiste en establecer evidencia documentada que proporciona un
ato grado de seguridad de que un proceso especifico conducira
consistentemente a un producto que cumpla con sus especificaciones y atributos

de calidad predeterminados.®
2.2.1. Validacidon de métodos analiticos

La validaciéon es el establecimiento de la evidencia documentada de que un
procedimiento analitico conducira, con un alto grado de seguridad, a la obtencién
de resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos

de calidad previamente establecidos.’

Segln la USP 35 — NF 302 la validacién de un procedimiento analitico es el
proceso que establece, mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas
de desempefio del procedimiento cumple los requisitos para las aplicaciones

analiticas previstas.



Segun Aguirre, et al,’ las razones para justificar la validacion de métodos

analiticos son:

¢ Demostrar que los métodos son adecuados a los andlisis propuestos en las
condiciones descritas. La validacion es la herramienta que permite obtener las
pruebas documentales al respecto.

¢ Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resuitados,
lo cual a su vez minimizara el numero de fallas y repeticiones permitiendo un
importante ahorro de costes.

e lLa validacion es también un paso o requisito previo de los procesos de
transferencia de métodos analiticos.

o Cumplir con las exigencias de la Direcciébn General de Medicamentos
Insumos y Drogas (DIGEMID), la cual se contempla en el articulo 176° del
Manual de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) de productos

farmacéuticos.®
2.2.2. Tipos de validaciones

Validacion prospectiva

Se realiza cuando la verificacion del cumplimiento de las condiciones
establecidas para un proceso o método analitico se lleva a cabo antes de la
comercializacion del producto. Este tipo de validacién se aplica cuando se
elabora un nuevo método analitico, es tipico dé los laboratorios de investigacion
y desarrollo, y se realiza de acuerdo con un protocolo perfectamente planificado;
comprende el estudio de todos los criterios necesarios para demostrar el buen
funcionamiento del método.’

Validacion retrospectiva

Se realiza cuando la idoneidad del método o proceso analitico se basa en la

garantia constatada a través de los datos analiticos del producto ya



comercializado, se aplica a métodos no validados previamente y de los que se
tiene una amplia historia de resultados.”

Esta4 basado principalmente en la revisién y andlisis de la informacién histérica
del mismo, se realiza en productos que se encuentran en el mercado cuyo
proceso de manufactura se considera estable y cuando las caracteristicas del
producto, econdmicamente no justifica hacer una validacion prospectiva o
concurrente.'

Revalidacion

La revalidaciéon de un método analitico consiste en repetir de forma total o parcial
su validacién, ya sea debido a modificaciones del método, equipos, en la

muestra a analizar, etc., para garantizar la obtencion de resultados fiables.’

La repeticién de la validacion de cambios de un proceso se da para proporcionar
la seguridad de que los cambios introducidos en el mismo, de acuerdo al
procedimiento de cambios no afectaran adversamente las caracteristicas del

proceso ni la calidad del producto.”
2.2.3. Documentacion de la validaciéon

La documentacion es parte esencial de la validacion, esta tiene por objetivo
definir las especificaciones de todos los materiales y métodos empleados,
asegura que las personas autorizadas posean toda la informacion necesaria
para decidir la aprobacién de la validacion. El disefio y uso de un documento
depende del fabricante. La documentacion debe estar disefiada de acuerdo con
el proceso, sistema o producto especifico. Se comienza con un protocolo y se

culmina con un informe técnico.”



PROTOCOLO DE VALIDACION

Q

REALIZACION DE LA VALIDACION

Q

EVALUACION DE RESULTADOS

g

INFORME DE VALIDACION

L

CERTIFICADO DE VALIDACION

2.2.4. Categorias para validar

Seguln la farmacopea de los Estados Unidos (USP 35 — NF 30), los requisitos de
las pruebas farmacopeicas varian desde determinaciones analiticas muy
rigurosas hasta evaluaciones subjetivas de atributos. Considerando esta amplia
variedad, es légico que diferentes procedimientos de prueba requieran diferentes
esquemas de validacion,® por lo cual se presentan las diferentes categorias a

continuacion:
Categoria |

Procedimientos analiticos para la cuantificacién de los componentes principales
de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en

productos farmacéuticos terminados.

Categoria ll
Procedimientos analiticos para la determinacién de impurezas en farmacos a

granel o productos de degradacién de productos farmacéuticos terminados.



Estos procedimientos incluyen analisis cuantitativos y pruebas de limite.
Categoria lll

Procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de
desemperio (Ej., disolucion, liberacion de farmacos, etc.).

Categoria IV

Pruebas de identificacion.

Para cada categoria, se requiere diferente informacion analitica. En la tabla se
indica los datos que normalmente se requieren para cada una de las categorias.

Tabla 01. Caracteristicas de desempefio para la validaciéon de métodos

analiticos.
‘e Categoria }i

garactenstlc? s .Categoria Categoria  Categoria

e desempeno I Anslisis  Pruebas de il v

analitico cuantitativos  limite

Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si ‘ Si * Si
Limite de
Deteccién No No Si * No
Limite de
Cuantificacion No No No * No
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

Fuente: USP 35— NF 30, 2012°
(*) Puede requerirse, depende de la naturaleza de la prueba especifica.

2.3. Parametros de validacion de métodos analiticos

2.3.1. Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener
resultados de prueba que sean proporcionales a la concentracion del analito en
muestras dentro de un intervalo dado. El objetivo es obtener un modelo que
describa con precisién la relacién concentracién en funcién de la respuesta.®

Capacidad del método de proporcionar resultados que son directamente



proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro del rango

establecido.’
Consideraciones para la determinacién de la linealidad

Para evaluar la linealidad existen unos criterios minimos aplicables a cualquier

procedimiento, como sefiala Aguirre et al.

e Dentro de un rango establecido se recomienda estudiar al menos cinco
niveles de concentracion y analizarlas por triplicado. Estadisticamente lo
correcto seria analizar a las muestras de forma aleatoria, no aobstante, se
establece como criterio practico analizarlas en sentido creciente de
concentracion.

e El nimero de repeticiones de cada muestra (el nimero de inyecciones en
HPLC) dependera de la precision del sistema instrumental empleado, y de lo
gue se decida incluir en el procedimiento analitico a validar.

2.3.2. 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.®

Es la capacidad del método analitico para proporcionar resuitados lo mas

cercano posible al valor tedrico 0 nominal. Matematicamente se expresa como el

valor numérico del error sistematico (diferencia entre el valor medio hallado y el

verdadero) o bien como el valor porcentual.”
Consideraciones para la determinacion de la exactitud

La exactitud debe demostrarse en todo el rango especificado para el método
analitico. Se recomienda un minimo de nueve determinaciones sobre tres niveles
de concentracion del analito que cubran el rango especificado, que podrian ser

la concentracion central y las concentraciones en los extremos del rango. En



funcion del tipo de método a validar y de cada caso concreto se debera tener en

cuenta el rango de concentracion de trabajo:’

¢ Riqueza del principio activo en materia prima o en producto acabado: 80-
120%.

o Impurezas: desde el 50% del nivel de especificacion hasta el 120% de dicho
nivel.

Ensayo de disolucion: si se trata de un producto de liberacién inmediata seria de

Q-20% a Q+20%; si se trata de un producto de liberacioén controlada, sobre cada

limite de disolucion en cada periodo de tiempo se aplicaria (£20%).’

2.3.3.Selectividad

Es la capacidad de un método analitico para medir y/o identificar

simultaneamente o separadamente los analitos de interés, de forma inequivoca,

en presencia de otras sustancias quimicas que estén presentes en la muestra.’

Frecuentemente el término “especificidad” se usa como sindnimo de esta,

aunque deberia reservarse para aquellas situaciones donde la respuesta

obtenida solo se puede producir con una unica entidad quimica; por eso el

término selectividad es normalmente apropiado.’

Los documentos de la International Conference on Harmonization (ICH) definen

“especificidad” como la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en

presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, tales

como impurezas, productos de degradacion y componentes de la matriz®

¢ Pruebas de identificacion: garantiza la identidad del analito.

e Pruebas de pureza: garantiza que todos los procedimientos analiticos
efectuados permiten declarar con exactitud el contenido de impurezas del

analito.
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2.3.4.Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es la medida de su capacidad para no
ser afectado por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los parametros
del procedimiento indicado en la documentacién y provee una indicacién de su
aptitud durante condiciones normales de uso, esta puede determinarse durante
la etapa de desarrollo de un procedimiento analitico.®

La International Conference on Harmonization (ICH), define la robustez de un
método analitico como la medida de su capacidad para permanecer inalterado
ante pequefas pero deliberadas variaciones en ciertos parametros,
proporcionando idea de su fiabilidad de “estabilidad” durante su empleo en

rutina."

Es por tanto la capacidad que demuestra el procedimiento de analisis para
proporcionar resultados validados en presencia de pequefios cambios respecto
de las condiciones descritas en el método, susceptibles de producirse durante su
utilizacién.”

2.3.5.Precision

La precisién de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica un procedimiento
repetidamente a multiples muestreos de una muestra homogénea. La precisién
de un procedimiento analitico habitualmente se expresa como la desviacion
estandar o la desviacién estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie
de medidas. La precision puede ser una medida del grado de reproducibilidad o
de repetibilidad del procedimiento analitico en condiciones normales de
operacién.®

Es decir la precisidon expresa el grado de concordancia (grado de dispersion)

entre una serie de medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra
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homogénea en las condiciones descritas, se puede estudiar en tres niveles.’
2.3.5.1. Repetibilidad
Se refiere a la utilizacion del procedimiento analitico en un laboratorio durante un

periodo corto por el mismo analista con el mismo equipo.®

Evalia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la
misma muestra en las mismas condiciones operativas (aparatos, reactivos,

analistas) en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.’

2.3.5.2. Precision intermedia

También conocida como tolerancia o fortaleza, expresa la variacién dentro de un
laboratorio por ejemplo en diferentes dias con diferentes analistas o con equipos
diferentes dentro del mismo laboratorio.®

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de andlisis sobre la
misma muestra pero en condiciones operativas diferentes (diferentes analistas,
aparatos, dias, etc.), y en un mismo laboratorio.”

2.3.5.3. Reproducibilidad

Se refiere al uso del procedimiento analitico en diferentes laboratorios, como por
ejemplo en un estudio en colaboraciin.®

Estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y en
distintos laboratorios.”

2.3.6.Limite de deteccion

Es la cantidad minima de analito que puede detectarse en una muestra, aunque
no necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas.
El limite deteccion se expresa habitualmente como concentracién de analito en
la muestra?

Minima cantidad de analito que puede ser detectado aunque no necesariamente

cuantificado con precision y exactitud, en las condiciones experimentales.”
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2.3.7.Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas
de compuestos que se encuentran en baja concentraciéon en la matriz de una
muestra, tales como impurezas y productos de degradacién. Es la minima
cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con precisiéon y

exactitud aceptables en las condiciones experimentales indicadas.?

Minima cantidad del analito que puede determinarse cuantitativamente con una

adecuada exactitud y precision.’
2.4. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

La cromatografia liquida de alta presion es una técnica de separacién basada en
una fase estacionaria sélida y una fase mévil liquida. Las separaciones se logran
por procesos de particiéon, adsorcién o intercambio iénico, segun el tipo de fase

estacionaria empleada.®

2.4.1.Partes del cromatografo

El cromatégrafo liquido, tiene las siguientes partes.”

o Reservorio de fase moévil, el cual contiene la fase mdévil filtrada vy
desgasificada.

o Sistema de Bombeo, controla el caudal, regula la presién y administra
cantidades exactas de la fase moévil desde los recipientes hasta la columna.

¢ Sistema de Inyeccion, el cual a través de un inyector introduce la muestra a la
fase movil.

e Columna cromatografica, es el corazén del cromatégrafo, debido a que
permite la separacion de los compuestos de la muestra.

¢ Detector, produce una sefial caracteristica.

¢ Dispositivo de recoleccién de datos, como por ejemplo una computadora, que
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emite el resultado en forma de cromatogramas.
2.5. Suspension

Una suspensién farmacéutica puede definirse como una dispersion grosera que
contiene material insoluble, finamente dividido que se encuentra suspendido en
un medio liquido, hay ciertos criterios que una suspension debe cumplir, como
por ejemplo las ‘ particulas dispersas deben ser de un tamaho tal que no
sedimenten rapidamente en el recipiente; sin embargo, en el caso que se
produzca sedimentacion, no debe formar un pasta dura, sino mas bien ser capaz
de redispersarse con un minimo de esfuerzo por parte del paciente. Por ultimo el

producto debe ser facil de verter, tener sabor agradable y ser resistente al

ataque microbiano."

2.5.1.Componentes de las suspensiones orales

En las suspensiones extemporaneas, el producto sdlido suele ser una mezcla del
farmaco y sustancias auxiliares que mejoran la estabilidad de la suspension final.
Como agentes suspensores son habituales goma xantan o derivados de la
celulosa; como estabilizantes, el acido citrico y el citrato sdédico; como
edulcorantes, el azlcar y la sacarina sodica y como conservantes, el
metilparabeno, propilparabeno y el benzoato sédico, el vehiculo suele ser el

agua purificada, jarabes u otro liquido apropiado.™

2.6. Diclofenaco acido libre
2.6.1.Propiedades fisicoquimicas
* Nomenclatura IUPAC

2-{2-{(2,6- diclorofenil) amino] fenil} acido acético.”
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Figura 01. Estructura molecular del diclofenaco acido libre."”
« Formula quimica: C.4H,,CI,NO, **
¢ Peso molecular: 296,149 *
¢ Descripcion
Polvo cristalino blanco a casi blanco. Libre de puntos negros y particulas
extrafas.”
e Solubilidad
Escasamente soluble en metanol, acetona, cloroformo e hidroxido de sodio

0,1N,®

2.6.2.Propiedades farmacolégicas

El diclofenaco 4&cido libre, pertenece al grupo farmacoterapeutico de los
analgésicos, antiinflamatorios no esteroideos (AINES). Los AINES constituyen un
grupo de sustancias de estructura muy variada, pero todos tienen la facultad de
inhibir la ciclooxigenasa (COX), y la inhibicién resultante de la sintesis de las
prostaglandinas.™

¢ Farmacodinamia

El diclofenaco &cido libre por pertenecer al grupo de los AINES tiene
propiedades analgésicas y antiinflamatorias. Los principales efectos terapéuticos
y muchas reacciones adversas de los AINES pueden explicarse por su efecto

inhibidor de las ciclooxigenasas, enzimas que convierten el &cido araquidénico
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que se encuentra en las membranas celulares en endoperoxidos ciclicos
inestables, los cuales se transforman en prostaglandinas y tromboxanos.
Algunos de estos eicosanoides participan, en grado diverso, en los mecanismos
patogenos de la inflamacién, el dolor y la fiebre, por lo que la inhibicion de su
sintesis por los AINES seria responsable de su actividad terapéutica.”

o Farmacocinética

Los AINES, se absorben bien por via oral (tn.s de 2-3 horas), aunque el
fenémeno del primer paso hepatico limita su biodisponibilidad al 50%. Se une a
proteinas plasmaticas en un 99% y se elimina por la orina (65%) y bilis (35%),
tras sufrir hidroxilacién y conjugacion; su semivida de eliminacion es de 1-2

horas.'
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.  MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
El presente trabajo se desarrollé en el drea de investigacion y desarrollo del
Instituto Quimioterapico S.A. (IQFARMA) ubicada en la Av. Pedro Ruiz Gallo N°
935, del Distrito de Ate Vitarte — Lima, durante los meses de agosto a diciembre
de 2012.
3.2. Poblacién
Pilotos de Dolfenex® 9mg/5ml suspensién oral (diclofenaco acido libre)
desarrollados en el area de investigacion y desarrollo del Instituto Quimioterapico
S.A. (IQFARMA).
3.3. Muestra
Piloto de Dolfenex® 9mg/5ml suspensién oral (diclofenaco acido libre)
desarrollado en el area de investigacién y desarrollo del Instituto Quimioterapico
S.A. (IQFARMA) correspondiente al lote P-1105122.
3.4. Sistema de muestreo

Libre por conveniencia.*
3.5. Tipo de investigacion

Descriptivo.”
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3.6. Disefio metodologico para la recoleccion de datos
Los datos fueron recolectados de las corridas cromatégraficas de los diferentes

parametros de validacion

3.6.1. Condiciones cromatograficas

Columna : purospher STAR® 100 RP-8 (5um); 150mm x 4,6mm
Fase movil : metanol: Buffer fosfato pH 2,5 (70:30)

Longitud de onda : 254 nm

Flujo 11,2 mi/min

Volumen de Inyeccion ;10 pl

3.6.2. Preparacion de la fase movil

o Preparacion del buffer fosfato pH 2,5

Se mezcld volimenes iguales de &cido fosférico 0,01M y fosfato de sodio
monobasico 0,01 M, se llevé a pH 2,5 £ 0,2 con acido fosférico o hidréxido de
sodio.

e Fase mévil

Se prepar6é una mezcla de metanol y buffer fosfato pH 2,5 (70:30). Se filtré por
membrana de nylon 0,2 um de porosidad y se dej6 al vacio por tres minutos para

desgasificar.

3.6.3. Desarrollo de los parametros de validacion

3.6.3.1. Linealidad

Se partié de la solucién madre de la cual se realizé cinco diluciones para obtener
soluciones en el siguiente intervalo: 50%, 75%, 100%, 125% y 150% que

establecieron la recta de calibracién, las cuales fueron analizadas por duplicado.

¢ Solucion madre del estiandar de referencia:

Se pesé aproximadamente de 28,125 mg de diclofenaco acido libre (estandar de
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referencia) en una fiola de 50 ml, se enraso con metanol (concentracion 0,5625
mg/ml de diclofenaco acldo llbre).

¢ Solucion estandar 50%

Se midié 2 ml de la solucidon madre del estandar en una fiola de 25 ml, se enrazé
con metanol y se fitr6 por membrana de nylon 0,2 um de porosidad
(concentracion aproximada: diclofenaco acido libre 0,045 mg/ml).

e Solucion estandar 75%

Se midié 3 ml de la solucién madre del estandar en una fiola de 25 ml, se enrazé
con metanol y se fitré por membrana de nylon 0,2 pm de porosidad

(concentracion aproximada: diclofenaco acido libre 0,0675 mg/mi).

* Solucion estandar 100%

Se midid 4 ml de la solucién madre del estandar en una fiola de 25 ml, se enrazé
con metanol y se fitr6 por membrana de nylon 0,2 um de porosidad

(concentracion aproximada: diclofenaco acido lbre 0,090 mg/ml).
e Solucién estandar 125%

Se midi6 5 ml de la solucién madre del estandar en una fiola de 25 ml, se enrazo
con metanol y filtré6 por membrana de nylon 0,2 ym de porosidad (concentracién

aproximada: diclofenaco acido libre 0,1125 mg/ml).
* Solucion estandar 150%

Se midié 6 ml de la soluciéon madre del estandar en una fiola de 25 ml, se enrazé
con metanol y filtré por membrana de nylon 0,2 ym de porosidad (concentracion

aproximada: diclofenaco acido libre 0,135 mg/ml).

3.6.3.2. Exactitud
Para la evaluacién de este parametro se empled el método del placebo cargado,

que consiste en adiclonar una cantldad de anallto sobre el placebo equivalente al
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volumen de la muestra en este caso 5 ml. La adiciéon de los estandares se realizd
a tres niveles de concentracion: 80%, 100% y 120%, y se realizaron tres

determinaciones de cada concentraclion.
e Muestra al 80%

Se pesé por triplicado aproximadamente 7,2 mg de diclofenaco acido libre
(estandar de referencia) en fiolas de 100 mi, a las cuales se adicioné 5 mi de la
suspensioén placebo (concentracion de 0,072 mg/ml de diclofenaco acido libre).
Las muestras fueron tratadas segun Indica la técnica analitica, e inyectadas al

slstema cromatogréfico por duplicado.
e Muestra al 100%

Se pesd por triplicado aproximadamente 9,0 mg de diclofenaco acido libre
(estandar de referencia) en flolas de 100 mi, a las cuales se adicioné 5 ml de la
suspension placebo (concentracion de 0,080 mg/ml de diclofenaco acido libre).
Las muestras fueron tratadas segun indica la técnica analitica, e inyectadas al

sistema cromatografico por duplicado.

o Muestra al 120%

Se pesé por triplicado aproximadamente 10,8 mg de diclofenaco acido libre
(estandar de referencla) en fiolas de 100 ml, a las cuales se adicioné 5 ml de la
suspension placebo (concentracion de 0,108 mg/ml de diclofenaco éacldo libre).
Las muestras fueron tratadas segln Indica la técnica analitica, e inyectadas al

sistema cromatografico por duplicado.
3.6.3.3. Precision
o Repetibidad

Se evaluaron seis muestras a una concentraciéon de 0,09 mg/ml, para las cuales
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se pesd una cantidad equivalente a 9 mg de diclofenaco 4acido libre
(aproximadamente 5 mi de suspensidén) en fiolas de 100 mi, se le adicion6
metanol. Las muestras fueron tratadas segun indica la técnica analitica por un
mismo analista, y fueron inyectadas al sistema cromatografico por duplicado y

contrastado frente a un estandar.
¢ Precision Intermedia

Se realiz6 la preparacion del estandar y seis muestras a la concentraciéon de 0,09
mg/ml, por dos analistas diferentes y en diferentes sesiones, siguiendo el
procedimiento citado en el ensayo de repetibilidad, las cuales fueron inyectadas

al sistema cromatografico por duplicado.
3.6.3.4. Selectividad

a. ldentificacion de los picos pertenecientes al estandar y muestra de

diclofenaco acido libre

¢ Preparacion del estandar

Se pesO aproximadamente 22,5 mg de diclofenaco 4acido libre (estandar de
referencia) en una fiola de 50 ml, se completé a volumen con metanol, se
transfirid 5 mi de la solucion anterior a una fiola de 25 ml, se completé a volumen
con metanol, y se fitrd6 por membrana de nylon 0,2 um de porosidad.
(Concentracion aproximada: diclofenaco acido libre 0,09 mg/mi), el cual fue
inyectado cinco veces al sistema cromatografico.

¢ Preparacion de la muestra

Se pesd una cantidad equivalente a 9 mg de diclofenaco 4acido libre
(aproximadamente 5 mi de suspension) en una fiola de 100 mi, la muestra fue

tratada segun indica la técnica analitica, e inyectada al sistema cromatografico.
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b. Identificacion de los picos pertenecientes al placebo y excipientes de la
suspension

¢ Preparacion del placebo

Se midic 5 ml de la suspension placebo en una fiola de 100 ml. La muestra fue

tratada seguin Indica la técnica analitica, e inyectada al sistema cromatografico.

o Preparacion de los excipientes

Se pes¢ cada excipiente de la formulacién equivalente a un volumen de 5 mi y
se trasvasoO a flolas de 100 ml. Las muestras fueron tratadas segun indica la

técnica analitica, e inyectadas al sistema cromatogréfico.
3.6.3.5. Robustez

La evaluacion de este parametro se dio a partir del estandar y dos muestras a
una concentracion de 0,09 mg/mi, siguiendo el procedimiento citado en el
ensayo de repetibilidad, las cuales fueron tratadas segin indica la técnica
analitica, se procedio a cromatografiar, variando el flujo de 1,2 ml/min a 0,6

mi/min.

3.7. Analisis de datos

Los datos fueron procesados utilizando el programa Microsoft Excel® 2010.
3.7.1. Linealidad

a. Calculo de la recta de regresion
Se determina la recta de regresion lineal, sobre los puntos individuales y sin

promediar. Para el caso de la recta la funcién toma la forma:
y=bx+a

Donde:

y : respuesta cromatografica

22



X : concentracién del analito.
b : valor de la pendiente.
a : ordenada en el origen (termino independiente o intercepto).

e Formula para calcular la pendiente “b“

ey By

Tx2 (an)z

¢ Formula para calcular el valor independiente “a“

_Xy—-bXx
g= 2Y 04X

n

n= NUmero de determinaciones

e Formula para calcular el coeficiente de correlacion (r):

Nos refleja el grado de relacion entre la variable concentracion “x”, y la variable

respuesta “y“, se calcula con la siguiente férmula:

2xy—
-5)o-%2)

Criterio de aceptacion: cuando el coeficiente de correlacion es mayor o igual a

XxXy
n

T =

0,995.

e Formula para calcular el coeficiente de determinacion (r?):

Es el cuadrado del coeficiente de correlacion e indica la proporcion de la
variacion total de “y*.

b. Interpretacién estadistica de la regresién lineal

Se realiza la interpretacion de la regresion lineal, a través del calculo de:

* Test estadistico para el coeficiente de correlacion “r*:

En el cual se calcula el valor de t experimental con n-2 grados de libertad y un
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intervalo de confianza de 95% (probabilidad a=0,05), Para:

Hy: el coeficiente de correlacion es igual a cero (r = 0).

Ha.: el coeficiente de correlacion debe ser significativamente diferente de cero (r #

0).

Criterio de aceptaciéon: Si t,, > tia Se rechaza la H, por consiguiente se

afirma que el coeficiente de correlacién es diferente de cero y cercano a la

unidad.

eTest de hipotesis para demostrar la regresion lineal en funcion del
coeficiente de correlacion “r”:

Ho: no hay correlacion entre “x” e “y*

H.: hay correlacion entre “X” e “y”

Criterio de aceptacion: Si te > tina , calculada para n-2 grados de libertad y un

nivel de significancia del 95% (probabilidad a=0,05), entonces existe correlacién

lineal significativa.

+ Férmula para hallar t,g:

+Test de linealidad a partir de la significancia estadistica de la desviacion
estandar de la pendiente “b”:

Se realiza estableciendo una comparacion entre t. y tiaia para:
Hy: la pendiente es igual a cero (b = 0).
H,: la pendiente es diferente de cero (b # 0)

Criterio de aceptacion: Si t.,, > twa Se rechaza la Hoy por tanto la pendiente es

significativamente diferente de cero.

o formula para hallar te,:
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L
texp '—g

Pero S, se calcula en funcién de su varianza (S 7).

2
Sxy

par - O

52 =

Doénde: S,%y, es la varianza del error experimental total (determinacion de la

&y M

y"), entonces:

2 - Ty:—aYy—-bYxy
Xy n— 2

"

varianza de “X” sobre

A partir de esta se calcula la desviacién estandar de la pendiente que es igual:

5b=\/§

Y también se calcula la desviacion estandar relativa porcentual (Sy, reiqtiva %0

S, * 100

Sbretativa¥= —

Estableciéndose limites de confianza para la pendiente a partir de:
b =Db = tiap1aSs
Donde: .., s €l valor de la distribucion t- Student para n-2 grados de libertad
y una probabilidad de 95% (a= 0,05).
* Test de linealidad a partir del coeficiente de variacién de los factores de
respuesta (f):

El coeficiente de variacién para los factores respuesta para las concentraciones

de 50% al 150% se obtiene de la siguiente manera:
S¢
Cv = T * 100

Doénde:

8¢ desviacién estandar de los factores de respuesta.
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f= promedio de los factores de respuesta.
Criterio de aceptacion, el coeficiente de variacién debe ser menor o igual a
cinco (CV < 5%)
osTest de proporcionalidad a partir de la significancia estadistica del
intercepto “a”
Se realiza estableciendo una comparacion entre e, ¥ tan, para:
Ho: el intercepto es igual a cero (a = 0).

H.: el intercepto es diferente de cero (a # 0)
Criterio de aceptacion: Si t., > tiwa S€ rechaza la H,

e Férmula para hallar t.,,

_lal
texp - '5"

a

Pero S, se calcula en funcién de la varianza del intercepto (S2).

Tx?
52 = 2 .

A partir de esta se calcula la desviacién estandar del intercepto que es igual:
Sy =+/S2
Y también se calcula la desviacion estandar relativa porcentual (S c1ativa?0)

S, * 100

Sarelativa% = a

Estableciéndose limites de confianza para la pendiente a partir de:
a=at tigpaSa
Donde: ;5,4 €s €l valor de la distribucién t- Student para n-2 grados de libertad
y una probabilidad de 95% (a= 0,05).
3.7.2. Exactitud

La exactitud se expresa como porcentaje de recuperacion, en la valoracién de
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una cantidad conocida de analito.
¢ Porcentaje de recuperacion (R)

m

X
R=—x100
u

Donde:
Xm : valor medio hallado.
M :valor aceptado como verdadero.
a. Interpretacion estadistica de la exactitud
Se determiné mediante la aplicacién, de los siguientes test:
¢ Test de Cochran
Es un test de igualdad de varianzas aplicado a varios grupos muéstrales del
mismo tamario, a través del cual se determina si el factor concentracion tiene

alguna influencia en los resultados.

2
Smax

Ge T ——————
o sP+sZ+s?

[}

Criterio de aceptacion: si Gep < Giaias, para K grupo con “n” nimeros de
determinaciones y un nivel de significancia del 95% (a=0,05), entonces las
varianzas de las concentraciones utiizadas son equivalentes; es decir que el

factor concentracion no influye en la variabilidad de los resuitados.
*Test t de Student

Mediante €l cual se confirma si la recuperacién es satisfactoria.

_[100 = Ryrom| *Vn

Fexp cv

Donde:
Rprom : recuperacion promedio.

n : himero de datos.
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CV : coeficiente de variacion

Criterio de aceptacion: si teq, < tuuas para (n-1) grados de libertad y un nivel de
significancia del 95% (a=0,05), entonces no existe diferencia significativa entre la

recuperacion media y el 100%; por lo que se cumple la exactitud.

3.7.3. Precision

a. Repetibilidad

La precision de un método analitico se expresa generalmente como el
coeficiente de variacion (CV) de una serie de medidas y se calcula

matematicamente de la siguiente manera:
s

CV = =% 100
X

Donde:
s : Desviacion estandar.
X :Media aritmética de los resultados.

Criterio de aceptacion: el coeficiente de variacién debe ser menor o igual al 2%

(CV £ 2%).

e Intervalos de confianza para la media
La International Conference of Harmonization (ICH)'? recomienda introducir los
intervalos de confianza en el estudio de precision. Los cuales son calculados a

partir de:

Sl @

Donde:

x: media de una serie de resultados obtenidos en un mismo nivel de

concentracion.
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t : valor de la t de Student de tablas para n-1 grados de libertad y a=0,05.

n: nimero de anélisis.

s: desviacion estandar.
b. Precision intermedia
La estimacion de la precision intermedia se realiza con el calculo del coeficiente
de variacion de las respuestas obtenidas, considerando independientemente

cada resultado de los analistas.

Criterio de aceptacion: el coeficiente de variaciéon debe ser menor o igual al 2%

(CV < 2%).
3.7.4. Selectividad

Se evaluaron por separado los cromatogramas del estandar, placebo, muestra y
cada uno de los excipientes de la formulacién de Dolfenex® 9mg/5ml suspension

oral.

Criterio de aceptacion: el método debe ser selectivo para diferenciar el
diclofenaco acido libre de los demas excipientes de la formulacién; es decir
ninguno de los excipientes de la formulaciéon debe eluir en el mismo tiempo de

retencién del activo.

3.7.5. Robustez

La evaluacién de la robustez nos permite conocer la estabilidad del método
frente a modificaciones de las condiciones descritas en la técnica analitica. Para
lo cual se calcula el coeficiente de variacion de los resultados tras la variacion

del flujo.

Criterio de aceptacion: el coeficiente de variacion debe ser menor o igual al 2%
(CV < 2%), es decir el método debe ser robusto frente a alguna variacién de las

condiciones cromatograficas.
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Iv. RESULTADOS
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Figura 02. Recta de regresidn lineal concentraciéon versus area bajo la curva de
las soluciones estandar de diclofenaco 4cido libre. Lima - 2012.
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Tabla 02. Porcentaje de recuperacién de diclofenaco acido libre en funcién de la
cantidad agregada. Lima - 2012.

. . Promedio  Porcentaje de .
Muestra :arr;tu;;: Area rgcaunt::-::a muestra muestra Porcentaje. 'de
(%) g(mgg) (reng) recuperada recuperada recu;:;r)acnon
(mg) (%) >
721 (6281943 7209 7.208 80,086 99,941
762,65546 7,207
80% 722 16774652 7255 7.222 80,248 100,019
760,92480 7,190
721 16338032 7,213 7.205 80,052 99,940
761,53882 7,196
006 07663391 9,228 9,145 101,612 100,906
959,00305 9,062
100% o0 08192517 9278 9,169 101,873 101,187
958,66888 9,059
9,11 965,61279 9124 9,114 101,682 100,013
963,46948 9,104
1081 114281750 1079871 10,802 120,020 99,971
1143,47473 10,80492
120% 10,83 114560010 1082500 10,829 120,319 100,015
1146,37793 10,83235
1082 114454297 10,81502 10,817 120,185 99,978
1144,88770 10,81827
Promedio 100,219
Desviacion Estandar 0,475
Coeficiente de Variacion 0,474
Namero de Datos (n) 9
Grados de Libertad 8
t tablas 21306
texp 1,384
Criterio de aceptacion t e, <t iaptas CUMPLE
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Tabla 03. Porcentaje de recuperacion de diclofenaco acido libre en Dolfenex®
9mg/5ml. Lima - 2012.

Peso Concentracion Concentracién  Porcentaje de
N°  muestra Area por inyeccion por muestra recuperacion
(9) {mg/5ml) (mg/5ml) (%)
1 52168 03906543 9.023 9,026 100,293
839,77045 9,030
2 52370 94061243 9,004 9,018 100,196
843,09625 9,031
3 52399 04494604 3,046 9,043 100,474
844,36694 9,040
4 52359 04257300 9.027 9,043 100,476
845,49170 9,059
5 52350 04310608 9,035 9,031 100,340
842,37567 9,027
6 52678 0353088 9,089 9,078 100,869
851,45294 9,067
Promedio 100,441
Desviacion Estandar 0,236
Coeficiente de Variacion (%) 0,235
Numero de analisis (n) 6
1 tablas 2,571
Limite de confianza inferior para la media 98,957
Limite de confianza superior para la media 101,925
Criterio de aceptacioén CV < 2% CUMPLE
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Tabla 04. Recuperacion de diclofenaco acido libre en Dolfenex® 9mg/5m| por
dos analistas diferentes. Lima - 2012.

Dia 1

Dia2

Porcentaje de

Porcentaje de

N° Peso muestra recuperacion Peso muestra recuperacion
anal(n:;a 1 analista 1 anal(n;)ta 2 analista 2
(%) (%)
1 5,2357 100,224 5,2168 100,293
2 5,2373 100,597 5,2370 100,196
3 5,2350 100,167 5,2399 100,474
4 5,2385 100,671 5,2359 100,476
5 5,2389 100,879 5,2350 100,340
6 5,2377 100,619 5,2678 100,869
Promedio 100,526 100,441
Desviacion Estandar 0,275 0,236
CV% 0274 0,235
CV% precision intermedia 0,247
Criterio de aceptacién CV 5 2% CUMPLE
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Tabla 05. Porcentaje de recuperacion de diclofenaco acido libre en Dolfenex®
9mg/5ml disminuyendo el flujo a 0,6 mi/min. Lima - 2012.

Tiempo de Porcentaje
o Peso PO ¢ Concentracion de
N retencion Area ..
(g) : (mg/5ml) recuperacion
(min) o
(%)
11,783 1691,59570 9,046
1 5,2543 100,541
11,783 1692,64661 9,052
11,786 1682,40491 9,000
2 5,2522 100,201
11,789 1689,06152 9,036
Promedio 100,371
Desviacion Estandar 0,240
Coeficiente de Variacion(%) 0,239
Criterio de aceptacion CV < 2% CUMPLE
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Tabla 06. Selectividad del método segun tiempo de retencién del diclofenaco
acido libre en Dolfenex® 9mg/5ml. Lima - 2012.

Tiempo de
N° Muestra retencion
{min)
1 Estandar 10,294
2 Muestra P-1105122 10,576
3 Placebo -
4 Goma xantan -
5 Avicel RC-591 -
6 Sodio fosfato dibasico -
7 Acido citrico anhidro -
8 Acesulfame potasico -
9 Sorbitol 70% -
10 Esencia de tutti fruti -
1 Butilhidroxianisol (BHA) -
12 Propilenglicol -
13 Metilparabeno -
14 Propilparabeno -
15 Simeticona 30% emulsion -
Criterio de aceptacion: Ninguno de los
excipientes debe eluir en el mismo CUMPLE

tiempo de retencion del estandar
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V. DISCUSION
Se busca validar el método analitico para la cuantificacion de diclofenaco acido
libre, en una suspension oral, para lo cual se desarrollé y evalué los parametros
establecidos en la categoria | de la farmacopea de los Estados Unidos (USP 35
- NF 30)® como: Iinealida‘d, exactitud, precision, selectividad y robustez
siguiendo los lineamientos establecidos por la International Conference on
Harmonization (ICH)" y la Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria

(EFI).

En la Figura 02, se observa la recta de regresion lineal de las soluciones
estandar de diclofenaco acido libre, en donde se muestra la relacién entre la
concentracion y areas cromatograficas del estandar. Para este parametro se
trabajé con cinco niveles de concentracién a partir de una solucion madre,
comprendiendo las siguientes concentraciones de trabajo: 50%; 75%; 100%;
125% y 150% (siendo el 100% igual a 0,09 mg/ml), las cuales al ser evaluadas
estadisticamente dan como resultado la siguiente ecuacion: y=8465_849 x +
43,923, con un coeficiente de correlacion (r=0,999); siendo el valor minimo
permitido 0,995. Cuanto mas se aproxime el valor de ‘r” a la unidad (r=1), indica
que existe correlacion entre las variables concentracién y area. También se

“calculé el coeficiente de determinacién (= 0,997), que indica correlacion entre
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variables con un 99,70% de probabilidad, por lo tanto con los valores hallados
podemos sefalar que existe relacién lineal entre variables concentracién y areas
bajo la curva. Nuestros resultados no difieren de otros estudios realizados como
el de Bellido,* donde valida una técnica analitica para la determinacion de
ambroxol jarabe por HPLC, en el cual indica que existe correlacion lineal entre
sus variables con un 99,98% de probabilidad, al igual que en el trabajo realizado
por Medina y Berrocal®" de validacién de método analitico de valoracién de
naproxeno sédico 550 mg tableta por HPLC, donde sefiala que existe correlacion
lineal en el rango de 50% -150% para un coeficiente de correlacion (r= 0,999) y
un coeficiente de determinacién (r?=0,999), planteandose como valor minimo
permisible 0,997; con lo cual queda demostrada la existencia de correlacion

lineal entre variables.

Pero el mejor indicador del modelo lineal no es “r’, sino un test estadistico, en el
cual se compara el valor de t-tabulado (t.) frente al valor de t... para n-2
grados de libertad y el valor de confianza requerido, donde si el valor de t., >
tne S afirma que existe correlacion lineal significativa.’ Por ello, en el Anexo 03
se aplica un test de hipotesis para el coeficiente de correlacion (r), donde la
hipétesis nula establece que no hay correlacion entre “x” e “y", por lo cual se
debe cumplir que el valor de t.., (80,041) debe ser mayor al tiapa (2,101) para 18
grados de libertad y una probabilidad de cometer error de 95% (a=0,05), con lo
cual se corrobora la existencia de correlacion lineal entre variables, con un
99,70% de probabilidad. Asi mismo, se reaiiz6 la determinacién de la varianza de
la pendiente “b”, donde debe cumplirse: te, > tian Obteniéndose te, (80,041) >
tana (2,101), con lo que se demuestra la existencia de una relacién lineal

significativa, por lo tanto “b” es significativamente diferente de cero, y los limites

de confianza inferior y superior son 8 243,629 y 8 688,070 respectivamente los
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cuales no incluyen al cero. En la evaluacion de la linealidad a partir de los
coeficientes de variacién de los factores respuesta se obtuvo un coeficiente de
variacion (CV = 2,287%), lo cual expresa que existe relacion entre la
concentracién y éareas bajo la curva; ya que los valores superiores al 5%
indicarian una falta de linealidad. Finalmente se aplica un test de
proporcionalidad del intercepto “a’, donde se debe cumplir: teg > tps,
obteniendose teq (4,299) > tuana (2,101), lo cual indica la proporcionalidad entre

variables, quedando estadisticamente demostrada la linealidad del sistema.

Estos resultados son refrendados por Flores,” quien realizé la linealidad tanto
para el estandar como para las muestras donde obtuvo tex,(137,703) > tiaa
(2,093) para el estandar y te,, (137,703) > ttop. (2,093) para la muestra con lo que
demuestra que existe correlacion lineal significativa entre “x” e “y”, asi mismo
obtuvo un RSD de 1,59% para el estandar y 1,40% para la muestra esto para los
factores respuesta siendo el valor maximo permisible 5%, en la evaluacién de la
varianza de la pendiente “b” obtuvo tep (73,681) > tipa (2,093) para el estandar y
un tey, (63,291) > tuna (2,093) para la muestra, ademas los limites de confianza

para la pendiente “b” son significativamente mayores que cero, con lo cual

confirma estadisticamente la linealidad del sistema.

En la Tabla 02 se evidencia los resultados del porcentaje de recuperacién en
funcion de la cantidad agregada de diclofenaco acido libre para la determinacion
de la exactitud del método, obteniéndose un promedic de recuperacion de
100,219%, el cual se encuentra dentro de los limites establecidos (98% - 102%)
propuestos por la Food and Drug Administration (FDA)*' ademas se obtuvo un
coeficiente de variacién de 0,475% siendo el valor maximo aceptado 2%. Pero
para demostrar que no existe diferencia entre la cantidad recuperada y el 100%

se aplico el test estadistico t-student, donde debe cumplirse: el valor de tep <
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tiania, Para n-1 grados de libertad y una probabilidad de cometer error de 95% (a=
0,05), obteniéndose texp(1,384) < tia,1a(2,306) para 8 grados de libertad y con (a=
0,05) probabilidad de cometer error, y un nivel de significancia de 95%, con lo
cual se corrobora que el método es exacto y que no existe diferencia significativa
entre el porcentaje de recuperacion hallado y el 100%. Lo cual también podemos
evidenciar en el trabajo de Flores,’ en el cual concluye que su técnica es exacta
y que no existe diferencia entre el valor medio hallado y el valor agregado
(100%), obteniendo una recuperacion media de 99,85% y tras la aplicacion de
un test de t - student obtuvo para t., (1,72) < twwa (2,15), con un 95% de
significancia y una probabilidad de cometer error de (a=0,05) para n-1 grados de

libertad.

Asi como también Prado? validé un método para la cuantificacién de
dexametasona y ciprofioxacino en una suspension oftalmica por HPLC, en
donde determind que el porcentaje de recuperacion para ciprofloxacino es de
100,53% y para la dexametasona es 100,27%, los cuales se encuentran dentro
de los limites establecidos; ademas obtuvo un t, (1,555) < tuy, (2,776) para
dexametasona y un t., (1,773) < twa (2,776) para el ciprofloxacino, concluyendo
que la cantidad agregada de analito y la cantidad recuperada no son

estadisticamente diferentes; por la tanto la exactitud es correcta.

Pero como para la determinacién de la exactitud se trabaj6é con tres niveles
concentracion (80%; 100% y 120%), en el Anexo 11 se observa la aplicacion del
test de igualdad de varianzas (test estadistico de Cochran), para determinar si el
factor concentracion tiene alguna influencia en los resultados, donde debe
cumplirse Gey, < Gapia, para “k* grupos; “n” numero de determinaciones por grupo
y una probabilidad de cometer error de 95% (1a=0,05), obteniéndose lo siguiente

Gexp (0,734) < Gavia (0,798), lo cual significa que las varianzas entre las tres

40



concentraciones son equivalentes, es decir el factor concentracion no influye en

los resuitados. Este resultado es refrendado por Velandia,?®

en su trabajo de
validacion del método analitico para cuantificacion de bacitracina, donde obtiene
el valor de G,y = 0,682 para bacitracina zinc y Gy, = 0,790 para bacitracina
metilen disalicilato, los cuales son inferiores al Gy, = 0,871 (para tres grupos
con dos determinaciones y a=0,05%), concluyendo que no existe diferencia
significativa entre las varianzas, por lo tanto se puede afirmar que nuestro

método es exacto en base a los resultados obtenidos y corroborado frente a los

investigadores mencionados.

En las Tablas 03 y 04, se aprecian los resultados para la determinacion de la
precisién del método. En la Tabla 03, se evidencia que el método tiene una
buena repetibilidad, debido a que se obtuvo un promedio de recuperacién de
100,441% (equivalente a 9,04mg/5ml), y un coeficiente de variacién de 0,235%,
siendo el valor maximo aceptado 2%, adicionalmente se establecid limites
inferiores y superiores a partir de la recuperacion promedio y el valor de t.,
(2,571), siendo los limites 98,957% y 101,925% respectivamente. Por lo tanto el

método analitico es repetible.

En ila Tabla 04, se observa los resultados de dos analistas diferentes, en
diferentes dias para la determinacion de la precision intermedia del método,
donde se evidencia que el método es preciso, debido a que se obtuvieron los
siguientes promedios de recuperacion; 100,526% y 100,441% y un coeficiente
de variacion de 0,247%, siendo el valor maximo aceptado 2%. Por lo tanto
podemos afirmar que el sistema es preciso por tener buena repetibilidad y que la
técnica es precisa por ser reproducible frente al ensayo con dos analistas en
diferentes dias. Estos resultados son refrendados por Morales,™ quien en su

estudio determind la precision del sistema obteniendo una desviacién estandar
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relativa de 0,58%, siendo el valor maximo 3,9%, demostrando la repetibilidad de
los resultados; asi como también determind la precision del método, obteniendo
una desviacion estandar relativa de 0,88% siendo el valor maximo 5,5%
demostrando asi la reproducibilidad de los resultados. Flores,® en su trabajo de
investigacion reporto una desviacion estandar relativa de 0,778% para el ensayo
de repetibilidad con un criterio de aceptacion no mayor al 2%, y una desviacién
estandar relativa de 0,622% para la reproducibiidad con un criterio de
aceptacion no mayor al 4% demostrando asi que el método es reproducible y

1,2% determinaron los valores de desviacion

repetible. Asi mismo Medina y Berrocal
estandar relativa de 0,17% para repetibiidad y 0,16% para la precision

intermedia, demostrando asi la precision del método analitico.

En la Tabla 05, podemos ver los resultados que se presentan al variar el flujo al
50% (0,6 ml/min) del valor de las condiciones cromatograficas normales para
determinar la robustez del método, obteniéndose un coeficiente de variacién de
0,239%, siendo el valor maximo permitido 2%, con lo cual se determiné que
nuestro método es robusto frente a variaciones deliberadas como el flujo. Pero
también se observé que cuando el flujo se disminuye a la mitad, el tiempo de
retencion se duplica como podemos observar en los Anexos 17 y 23, se observa
las corridas cromatograficas del estandar para la precisién que se trabajé a un
flujo normal (1,2 ml/min) y se observa que tiene un tiempo de retencion de 5,942
min; mientras que para la corrida cromatografica del estandar para la robustez se
modificé el flujo (0,6 ml/min) se obtuvo un tiempo de retenciéon de 11,776 min, lo
cual también se puede evidenciar para las muestras en los Anexos 19 y 25, ya
que al disminuir el flujo de la fase movil, el analito es retenido con mayor facilidad
dentro de la columna, debido a que se disminuye el paso de la fase mévil por el

sistema y por consiguiente aumenta la interaccion entre el analito y la capa de
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silice que recubre la columna, aumentando asi el tiempo de elucién del analito.?*

Velastegui,?®

en su investigacion donde valida el método analitico para la
valoracién de amoxicilina en polvo para suspension oral, prueba la robustez del
método aumentando el flujo en un 10% obteniendo una desviacién estandar
relativa del 1,5%, estableciendo como valor maximo permitido 3,69%. La
Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI),” menciona que la
International Conference on Harmonization (ICH) y la farmacopea de los Estados
Unidos (USP) definen la robustez junto con los parametros de validacion de un
método analitico, aunque este parametro no es considerado todavia un requisito

necesario, sino que surgié con el fin de resolver los problemas que se plantean

en la transferencia de métodos analiticos entre laboratorios.

En la Tabla 06, se muestra los resultados de la selectividad del método en el
cual se compara los tiempos de retencion para el estandar, la muestra, el
placebo y los excipientes de la formulacién, donde podemos evidenciar que el
estandar tiene un tiempo de elucion de 10,299 min y la muestra tiene un tiempo
de elucion de 10,576 min; pero para el caso del placebo y los excipientes no
muestran senales en este tiempo de retencién, cumpliendo el criterio de
aceptacién que menciona que ninguno de los excipientes debe eluir en el mismo
tiempo de retencién del estandar. Pero si observamos los Anexos 28 y 29, de las
corridas cromatogréficas del placebo y la muestra se observan picos
cromatogréficos que tienen tiempos de elucion en el rango de 1 - 4 minutos, las
cuales corresponden al acesulfame potasico, esencia de tutti fruti, metilparabeno
y propilparabeno respectivamente (Anexo 36) las cuales se pueden evidenciar
en los Anexos del 30 al 35, donde se observan las corridas cromatograficas de
los excipientes que forman parte de la formulacién. Por tanto, podemos afirmar

que el método es especifico porque identifica los picos del estandar y el activo
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en tiempos de retencion similares y es selectivo porque ninguno de los
excipientes interfiere con el pico del activo. Este resultado puede ser refrendado

por estudios como el de Medina y Berrocal,”

donde se determina que el método
estudiado es selectivo porque permite obtener picos cromatograficos de
naproxeno sodico con tiempos de retencion similares entre el estandar y la

muestra, ademas el analisis cromatografico del placebo demuestra que ninguno

de los excipientes interfiere con el pico del principio activo.

Morales,” en su trabajo de investigacion determind que el método analitico
estudiado es selectivo, porque los excipientes de la formulacién no interfieren en
la determinacién del principio activo, asi mismo muestra tiempos de retenciones

similares para el estandar y la muestra (6,3 min).

Basandonos en los analisis estadisticos realizados a los diferentes parametros
podemos afirmar que el método analitico cumple con los parametros de
validacion establecidos por la farmacopea vigente (USP 35 — NF 30), por ser un
método lineal, exacto, preciso, selectivo y robusto, con lo cual establecemos
evidencia documentada que permiten asegurar que el método analitico es

confiable y se encuentra validado.
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1.

»D

VI. CONCLUSIONES

El método analitico para la cuantificacion de diclofenaco éacido libre en
Dolfenex® 9mg/5ml suspensiéon oral estd validado por cumplir con los
parametros de validaciéon propuestos por la farmacopea vigente (USP 35 —
NF 30).

El método analitico para la cuantificaciéon de diclofenaco acido libre cumple
con los analisis de validacion, en la que el método es lineal en el intervalo de
50% a 150%, obteniendo un coeficiente de determinacion (r2 = (,997), es
exacto porque permite la recuperacién del analito sin presentar diferencia
significativa entre el porcentaje recuperado (100,219%) y el 100%, es preciso
porque hos permite obtener resultados repetitivos con un coeficiente de
variacion (CV=0,235%) y ademéas es reproducible al ser probado por dos
analistas diferentes. Obteniendo un coeficiente de variacion (CV= 0,247%),
es robusto porque presentando un (CV=0,239%), frente a ligeras variaciones
como la modificacién del flujo a la mitad (0,6 mi/min). y es selectivo porque

permite el analisis del principio activo sin la interferencia de los excipientes.
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1.

Vil. RECOMENDACIONES

Se recomienda validar las técnicas analiticas de uso rutinario y sobre todo
las técnicas para productos nuevos, en especial las consideradas como
“técnica propia”, por ser una disposicién de la autoridad sanitaria (DIGEMID).
Se recomienda realizar el analisis de suspensiones que tengan diclofenaco
acido libre por el método de cromatografia liquida de alta resolucién por su
gran sensibilidad y selectividad en la identificacién de dicho principio activo.

Se recomienda la aplicacion de este método analitico para la cuantificacion
de diclofenaco acido libre en suspensiones orales, por los diferentes

laboratorios farmacéuticos.
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Anexo 01

IQFARMA
. - , . TA N Pag.:
Instituto Quimioteripico S.A. IDTPT420 | 1de2
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO
Sustituye a: N° Revision:
“Nueve " TECNICA ANALITICA DE PRODUCTOS opson
TERMINADOS
Vigente desde: DOLFENEX 9mg/SmL SUSPENSION Fecha Proxima
Marzo 2012 ORAL Revisién:
. (Diclof enaco) A . Marz02014
Elaborad pf[: Revisado por: * probado por:
A. FRomero ) %’ J.D.: J. Espinoza f D.T.: C.[Vil
g |4 -
1.  ASPECTO

Colocar la suspensién en una placa de petri y observar sobre fondo blanco y con luz blan
Especificacién: Suspensién de color blanco a casi blanco, con olor caracter{stico

2. VOLUMEN VERTIDO
Determinar el volumen de 10 unidades individualmente y determinar ¢l promedio segin USP Vigente

Técnica General <698>.
Especificacién: Minimo 60 ml/fco.

3. DETERMINACION DE pH

Determinar el pH segin USP Vigente. Técnica general <791>.
Especificacién: 3.0 - 50

4. IDENTIFICACION DE DICLOFENACO

Método : Cromatografia Liquida (HPLC)
Referencia : Técnica Propia

Procedimiento: Seguir las condiciones cromatograficas, la preparacién de estdndar y la preparacién de

muestra de acuerdo al método de Valoracion de Diclofenaco &cido libre,

Especificacion: El tiempo de retencién del principio activo en la muestra se corresponde con ef del

estandar (HPLC).
5. VALORACION DE DICLOFENACO ACIDO LIBRE
Declarado : Diclofznaca Acido Libre 9 mg/5ml.
Método : Cromatografia Liquida (HPLC)
Ref'erencia : Técnica Propia
Consideraciones : Proteger de la luz.
Especificacion : 8,1 mg/SmL. - 9.9 mg/5mL. (90,0 % - 110,0 %)
5.1  SISTEMA CROMATOGRAFICO
Equipo
a) (HPLC) Agilent 1100 series
Desgasificador : JP40725027
Pump : DE43608076
Autosampler : DE33230296
Detector (DAD) : DE43603455
Column oven : DE43648493
b) (HPLC) Agilent 1200 series
Desgasificador : JP94172806
Pump : DE62958865
Autosampler : DE64776454
Detector(DAD) : DE64262917
Column oven : DE90374759
<) (HPLC) Agilent 1260
Pump : DEAB704457
Autosampler : DEAACI 1452
Detector (DAD) : DEAA303024
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D IQFARMA
Pég.:

( . . . . T.AN°
Instituto Quimioterapico S.A. IDTPT420 | 2402
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

Sustituye a: TECNICA ANALITICA DE PRODUCTOS TERMINADOS
Nuevo DOLFENEX 9mg/SmL SUSPENSION ORAL

N° Revisién: 0

Column oven : DEACNI2626
Columna Cromatognifica: Purospher STAR®100 RP-8 (5 pm); 150 mm x 4,6 mm

52 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Longitud de Onda 1254 nm

Flujo : 1,2 mL/min
Volumen de inyeccién : 10 pL

DSRiny : No mayor de 2,0 %

Tiempo de corte aprox. : 10 min.

53 REACTIVOS
Buffer fosfato pH 2,5: Mezclar volimenes iguales de &cido fosférico 0,01 M y fosfato de  sodio
monobésico 0,01 M y llevarlo a pH 2,5 £ 0,2 con acido fosforico o hidréxido de sodio.
Fase Mgvil: Preparar una mezcla de metanol y Buffer fosfato pH 2,5 (70:30). Filrar por membran:
de nylon 0,2 ym de porosidad v dejar al vacio por 3 minutos para desgasificar.
Diluyente: Metanol

54 PROCEDIMIEINTO
Solucion estandar: Pesar aproximadamente 22,5 mg de Diclofenaco dcido libre estdndar de
referencia, transferir a una fiola de 50 ml, adicionar 30 mL de metanol, sonicar por 10 minutos
enfriar a temperatura ambiente y completar a volumen con metanol, mezclar, transferir 5 mL de I
solucién anterior y llevarlo a fiola de 25 mL, completar a volumen con metanol. Filtrar por membrane
de nylon 04 um de porosidad. (Concentracién aproximada: Diclofenaco 4cido libre 0,09 mg/mL)

Preparacion de la muestra: Pesar una cantidad equivalente a 9 mg de Diclofenacc
(aproximadamente 5 mL de suspensién) a una fiola de 100 mL. Agregar 60 mL de Metanol, sonicas
por 15 minutos con agitacion constante (hasta completa dispersién de la muestra), enfriar ¢
temperatura ambiente, completar a volumen con Metanol v mezclar. Filtrar por membrana de nylor
0,2 um de porosidad. (Concentracién aproximada: Diclofenaco acido libre 0,09 mg/mL).

55 CALCULOS

,\':i‘l"_p. —;ﬂ’—x—g- Pot%t I ¢ —lg—o—xGexS.
Ast 50 25 100 Wmp

Donde:
X : mg de Diclofenaco écido libre por cada S mL.
Pot % t/c : Potencia del estandar de referencia en porcentaje de droga tal cual.
Amp : Area de muestra problema
Ast : Area de estandar
Wst : Peso estdndar de en mg
Wmp : Peso de muestra en g
Ge. : Gravedad especifica de la muestra.

6. ENSAYO MICROBIOLOGICO:
Especificacién:
Recuento Total de Microorganismos Aerobios: No mayor de 100 ufc/g
Recuento Totat Combinado de Mohos y Levaduras: No mayor de 10 ufe/g
Determinacién de Microorganismos Especificos: Escherichia coli Ausencial/g
Técnica operatoria: Método USP vigente.

7. REFERENCIA: Técnica Propia
Métodos Generales basados en USP Vigente.

Figura 03. Técnica analitica a validar. IQFARMA, Lima —2012.
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Anexo 02

IGFARMA

PROTOCOLQ_DE_ANAUISIS DE MATERIA_PRIMA

Nombre : _BICLOFENACO_ACIDO LIBRE,
Cantided 1 _S0kg )
Cod. MP o _IMPOO3Y7 Marcs + AARTI DRUGS LTD LIMITED
Lok 1 _DF A 11070004 Prococol ode Andlisis . _MP 32511
Fechaderocep . 24-0)-201 Proveedor : AARTI DRUGS LTD __
N*Documento o 01943 Guta/factun : _EXPASISA 4o Y,
Condiciones de Al : - Consetvaren emvases bien caads . prot egids de la bz
Envase COLENVASE T S g ) S
T TTENSAVO FiSICOQUIMICO ESPECIFICACIONES RESULTADOS
DESCRIPCION Polvo cristalino bianco a cesi blanca Libre de puntos CONFORME
negros y particulas extrafas
SOLUBILIDAD Escssarmeste soluble cn metenol, scctons, cloroforme ¢ CONFORME
hidréxido de sodio 0,IN
IDENTIFICACION 8 8 espectro infrartajo de I cestra es semejonte al
espectro inframojo del estindar
w CUMPLE
6} B etpectro witraviolets de la muestra es semejante al
especto vimavioleta del estindar
PERDIDA POR SECADO Nomisde0. 8% 0,R6%
TEMPERATURA DE FUSION Enme 162 °Cx 168 °C 164 °C
RESIDUO DE INCINERACION Natndsde0, 1% 0,039,
VALORACION No menos de 9.0% y no mds de 101,0% da C H, CuNO,. 98.869% Tl cond
Scutado con respecio a la seca.
e 30085 K Basenecs
ERSAVOMICROBIOL OGICO - ESPECIFICACIONES RESULTADOS
R Total de M i Actoby Na mayor de 30 ufelg Menor de 10ufcig
R Totat Combinado de Mohos ¥ Levady No mayorde 0ufe/g Menor - de Ouferp -
Determinacitn 8¢ Patbgenos: :
Escherichiacolf Ausente/10g Aumsentel|
Solmmmellas pp. Auserte/10g Ausenle/i0p
Nophncnccs ourens Ausente/10g Ausente/I0 g
Psevdomonas oeruyinosa Auserse/l0g Auseme/0 3
..FechadeSiembea . 25-01-2012 Fechadetectum ) }-01-2012
Giaervaciones o o - - R
Resultado : APROBADO Técnics segin :_T écnicaPropia
Fecha de Andlisis : 2501-2012 Fecha de Reanilisiy 1 0014
Fecha de Vencimiento © 067201 6
A /&
. - - )
Q.F. AFALISTA JEFE CONTROL CALIDAD

CC/F066.02

Figura 04. Protocolo de andlisis de materia prima para el diclofenaco acido fibre.
IQFARMA, Lima 2012.
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Anexo 03

Tabla 07. Resultados de los parametros estadisticos de la linealidad.

Parametros estadisticos Resultados

Test de hipétesis para el coeficiente de correlacién "r"

Coeficiente de correlacion “r’ 0,999
texo 80,041
t tabta 2,101
Criterio de aceptacion t o > t (apia CUMPLE

Test de linealidad a partir de la desviacion estandar de la pendiente "b"

Varianza de la pendiente (S2) 11187,078
Desviacién estandar de la pendiente (S;) 105,769
Limite de confianza inferior 8243,629
Limite de confianza superior 8688,070
texo 80,041
t abla 2,101
Criterio de aceptacion t ep >t tabia CUMPLE

Test de linealidad a partir del coeficiente de variacion de los factores
respuesta (f)

Promedio de los factores respuesta (f) 9009,205
Desviacion estandar de los factores respuesta (Sy) 206,063
Coeficiente de variacién (CV) 2,287
Criterio de aceptacion CV < 5% CUMPLE

Test de proporcionalidad a partir de la significancia estadistica del intercepto

gt
Varianza del Intercepto (S2) 104,384
Desviacién estandar de: intercepto (S,) 10,217
Limite de confianza inferior 22,457
Limite de confianza superior 65,388
t e 4,299
tabia 2,101
Criterio de aceptacion t o > t (apia CUMPLE
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Anexo 04

Tabla 08. Niveles de concentracion del estandar de diclofenaco &cido libre segun
muestras.

Muestra Concentracion

%) N° ma/ml (x) Area (y) X a X.y f = (y/x)

1 0,0450 4095876 0,0020 167761994 18,432  9101,436

50% 2 0,0450 411,3742 00020 169228,716 18,513 9141136
3 0,0450 418,8316 0,0020 175419,909 18,848  9306,847

4 0,0450 4158292 0,0020 172913,890 18,713 9240,130

5 0,0686 6285257 00047 395044556 43104  9164,996

50, B 0,0686 6215473 00047 386321046 42625 9063239
7 0,0686 6287828 00047 395367,860 43,121 9168746

8 0,0686 624,5836 00047 390104,698 42833 9107514

9 0,0915 8310939 00084 690717,120 76,045 9082969

00% 10 0,0915 830,7775 0,0084 690191205 76,016 9079510
11 0,0915 833,6970 0,0084 695050,621 76,283  9111,417

12 0,0915 831,9070 0,0084 692069223 76,120  9091,855

13 0,1153 1040,5241 0,0133 1082690,299 119,934  9027,378

s M 0,1153 1032,8135 0,0133 1066703,684 119,045  8960,482
15 0,1153 1037,1770 0,0133 1075736,129 119,548  8998,339

16 0,1153 1032,7068 0,0133 1066483,314 119,033  8959,557

17 0,1352 1174,7606 0,0183 1380062,514 158,778 8691766

0% 18 0,1352 1173,5679 0,0183 1377261545 158,617 8682941
19 0,1352 1156,0541 0,0183 1336461036 156,250  8553,361

20 0,1352 1169,1818 0,0183 1366985,988 158,024  8650,489

SUMA 1,8220110 16303,323 0,1866 14772575349 1659,885 180184,105

PROMEDIO 0,0911005 815,166 00093 738628767 82994  9009,205
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Anexo 05

Data File C:\HPCHEM\I\DATA\DOL_VALASIG10001l.h Sample Name: 50%_REP1
Injection Date : 13/10/2012 01:47:00 p.m. Seq. Line : 1
Sample Name + 50%_REP1 Location : Vial 1
Acq. Operator : M.VELP.RDE/F.ROMERQ Inj : 1

Inj volume : 10 pl
Acqg. Method
Last changed

C:\HPCHEM\l\METHODS\DOL_VP.L.M

13/10/2012 01:44:51 p.m. by M.VELARDE/F.ROMERQ

Analysis Method C:\HPCHEM\I\METHODS\DOL_VAL.M

Last changed 18/10/2012 07:59:20 p.m. by M.VELAROE/F.ROMERO
LINEALIDAD DE LA VALORACION DE DOLFENEX 9mg/SmL SUSPENSION ORAL

: DADY A, Sig=254.4 Refeofi (DOL_VAL\SIGI0001.D) : .
mA'Y {

; i
i
! 100
;
: H
80 w
} &
i @
' 2
h 60 ‘:) ~
. Q “
Q
N <
: g
40 ]
! . Q
: 8
. :
20 - © :
0
¥ P e SRR - e .- .
. 0 4 -] 8 10 7] miry
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 18 18e October 18e 2012 07:59:2C¢ p.m.
Nultiplier H 1.6000
Dilution H 1.0000
Use Multipliers Dilution Factor with ISTOs
Signal 1: DADl A, Sig=254,4 Ref=off
RetTime Type Area Amt/Area Amount Gep  Name
[min) [mAU+*s] [ng/ul)
6.824 BBA 409.58759 1.08668e-4 4.4509Qe-2 DICLOFENACO ACIDO LIBRE
Totals : 4.45090e~2
Results obtained with enhanced integrator!
IQFARMA 1€/10/2012 08:00:19 p.m. M.VELARDE/F.ROMERG Page 1 of 2

Figura 05. Cromatograma del estandar de diclofenaco acido libre a una
concentracion de 50%.
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Anexo 06

Data File C:\HPCHEM\I\DATA\DOL_VALASIG10007.D Sampl2 Name: 15%_REP]
Injsctlon Date : 13/10/2012 03:13:08 p.. Seq. Line : 7
Sample Nama 1 15% _REP] Location : Vial 3
hcq. Operator : M.VELARDE/F .ROMERO ny 1
Inj Volume : 10 ul
Acg. Method ¢ CNHPCHEM\I\HETHODS\DOL_VAL.H Q

Last changed : 13/10/2012 O1:44:51 p.m. by M.VELARDE/F.ROMERO
Analysis Method @ CGMIPCHEMM\METHODS\DOL_VAL.M

Last changed t 18/10/2012 07:52:20 p.m. by MVELARDE/F.ROMERO
LINEALIDAD DB LA 'JAL&)RACION 08 mmx fonl, SU PENSIDN ORA L

3 j*. -
mAU ]
100~
§
BD 43
8
(3]
-
Q
®7 g
z
w
w
o
g
<«
8
©
204
0
- T T U T A T
e B 2 = 4. S — 8 =1 L1 12 i
Externel Standard Report
Sortad By : Signsl
Calib., Data Modified Thursdey, 18 18e¢ October 18e 2012 07:59:20 p.m.
Multiplier : 1.0000
Qilution : 1.0000

Use Multipliers Dilution Factor with ISTDs
Signul 1: DADI A, Slg=254,4 Ref=off

RatTime Type Area Amt/Atea Apount.  Grp Hepne
{min) fmasy*s) ing/ull
------- [ tataiiat Attt intatet natataitauintet Aiedaiedadoieintuind Rt ettt ittt
6.859 PBA 628.52570 1.10307e~4 6.93307e~2 DICLOFENACO ACIDO LIBRE
Totals : 6.83307e~2

Results oblLained with enhanced integrator!

TQFARMA 18/10/2012 08:00:35 p.m. W.VELKRDE/F ROMERO . Page 1 of.2

Figura 06. Cromatograma del estandar de diclofenaco acido libre a una
concentracion de 75%.

57



Anexo 07

Data File C:\HPCHEM\ 1\DATA\DOL VAL\SIG10013.D Sample Name: 100% _REP1
Injection Dare : 12/10/2012 04:32:15 p.m. Seq. Line : 13
Sample Name : 100%_REPL Location : vial 5
Acq. Operator : M.VELARDE/F.ROMERQ Inj 1
Inj volume : 10 ul

Acq. Method 1 CAAHPCHEM\\METHODS\DOL_VAL.M
Last changed s 13/10/2012 01:44:51 p.m. by M.VELARDE/F.ROMERO
Analysis Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DOL_VAL. M
Last changed : 1871072012 07:59:20 p.m. by M.VELARDE/F.ROMERO
LINEALIDAD DE LA VALORACION DE DOLFENEX 9mg/Sml, SUSPENSION ORAL
OAD1 A, Sig=254,4 Rei=off (DDL_VALSIGI0T3D)

| mAU
100 } w
; &
-t
] 8
; 60 o
¢ Q
! 5]
: -
i w
B u.
60 9
H Q
¥ ]
_. g
40 3
}
! |
‘ 1
. 20
i :
! i
03 4
- - . - - B v 3 v 1 - t + T
——. .8 — 2. 4 .. 8 R - .10 12 min
£xternal Standard Repont
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 18 18e Qctober 18e 2012 067:59:20 p.m.
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISIDs
Slanal 1: DADL A, S$ig=254,4 Ref=off
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp  Name
{min} [mAU*s] [rng/ui]
-———— |=mm—m- Jermm e lemr e e e [ s tuinte At [rom e e ———
6.870 BBA 831.09393 1.11054e~4 9.22965e-2 DICLOFENACO ACIDO LIBRE
Totals: 8.22965e~2
Results obtained with enhanced integrator!
IQFARMA 18/10/2012 G9:006:42 p.m. M.VELARDE/F.ROMERO Pagel of 2

Figura 07. Cromatograma del estandar de diclofenaco &acido libre a una
concentracién de 100%.
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Anexo 08

Data File C:\HPCHEM\I\DATA\DOL_VALASIGI0019.D Sample Name: 125% REP
Injection Date : 13/10/2012 06:05:22 p.m. " Seq. line : 19
Sample Name : 125%_REPL Location : Vial 7
Acg. Operator : M.VELARDE/F.ROMERQ Inj

: 1
Inj Volume : 10 wl
Acg. Method 3 C:\HPCHEMANMETHODS\DOL_VAL.M
Last changed : 13/10/2012 06:05:27 p.m. by M.VELARDE/F.ROMERQ
{modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\I\METHODS\DOL_VAL.M
Last changed + 18/1072012 07:59:20 p.m. by M.VELARDE/F.ROMERO
LINEALIDAD DE LR VALORACION. DE DOL FENEX 9mg/Sml SUSPENSION ORAL

" DADT A, §ig=254 4 Rei=oft (DOL_VALEIG0618.0)
mAu |
i #
100 - o
. 8
, <
Q
" H
- I
) S
Q
60 : o
P
: -
0
. PR . . e e
¢ 2 4 1) 8 10 12 m
External Standard Repoxt
Sorted : Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 18 18e October 18e 2012 07:59:20 p.m.
Multiplier : 1.0000
Dilution 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DADl A, S$ig=254,4 Ref=off
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

[min} fmAU*5} tng/ul]

------- '-_-_--'_-_-_-_-__ B P bl bl Dbkt Lt PR GG
6.864 PBA 1040.52405 1.1152le-4 1.16040e-1 DICLOFENACC ACIDO LIBRE
Totals: 1.16040e~3

Results obtained with enhanced integrator!

IQFARMA 18/10/2012 0%:01:02 p.w, M.VELARDE/F.ROMERC Page 1 of 2

Figura 08. Cromatograma del estédndar de diclofenaco &cido libre a una
concentracion de 125%.

59



Anexo 09

Data File C:\HPCHEM\I\DATA\DOL_VAL\SIGI0025.D Sample Wame: 150%_ REP1
Tnjection Date : 13/10/2012 07:32:13 p.m. Seq. Line : 25
Sample Name + 150%_REP] Location : viai 2
hcq. Operator : M.VELARDE/F.ROMERO Inj : 1
Inj Volume : 10 pd
Acy. Mechod + CHAHPCHEMAL\METHODSADOL _VALM

Last changed : 137/10/2012 07:31:03 p.m. by MVELARDE/F.ROMERQ
(modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\DOL_VAL.M

l.ast changed : 18/10/2012 07:59:20 p.m. by M.VELARDE/F.ROMEROQ

LINEALIDAD DE LA VALORACION DE DOLFENEX 9mqg/5mi SUSPENSION ORAL

DAD1 A, Sig=254.4 Ref=off (DOL_VALISIGI00250) ~
mAU w
-4
]
-t
. g
o«
Q
g
g
80 4
5]
B
60 g
o
40 -
20
o J
. —— oy p ey g e e e v . ;
L - 4 - -] . 8 10 12 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 18 18e October 18e 2012 07:59:20 p.m,
Multiplier H 1.0000
Dilution H 1.0000
Use Multiplier & Dilution Pactor with ISTDs
Signal 1: DADl A, Sig=254,4 Ref=off
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

{min} {mAU*s]) {ng/ul)
i | i ==
6.880 BBA 1174.76062 1.11733e-4 1.31259e-1 DICLOFENACO ACIDO LIBRE
Totals : 1.3125%e-1

Results obtained with entianced integrator?

IQFARMA 18/10/2012 08:01:14 p.m. M.VELARDE/F.ROMERQ Page 1 of 2

Figura 09. Cromatograma del estandar de diclofenaco acido libre a una
concentracion de 150%.
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Anexo 10

Tabla 09. Areas cromatograficas y tiempos de retencion del estandar de
diclofenaco acido libre.

Sequence File C:\HPCHEM\I\SEQUENCE\DOL_VARL.S

Statistic Report

Sequence table: CAHPCHEM\I\SEQUENCE\DOL_VAL.S

Data directory path: C:\HPCHEM\I\DATA\DOI, VAL~

Operator: M. VELARDE/F. ROMERD

Method file name: C: \HPCHEM\1 \METHODS\DOL_VAL.M

Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
¥ ¥

s R e g St frmm e e
1 vial 1 1 13/10/2012 01:47:00 p.m. S1G1000).D 50% REPI
2 vial 1 1 13/10/2012 02:01:23 p.m. SIG10002.D 50%_REP2
3 vial 2 1 13/10/2012 02:30:04 p.m. STG10004.0 50%_REP)
4 Vial 2 1 13/10/2012 02:44:24 p.m. SIG10005.D 50t REP2
5 vial 3 1 13/10/2012 03:13:08 p.m. SIGI0007.D 75%_REPL
6 vial 3 1 13/10/2012 03:27:29 p.m. SIG10008.D 75% REP2
7 vial 4 1 1371072012 03:56:10 p.m. $IG10010.D 75% REPL
B vial 4 1 13/10/2012 04:10:31 p.m. STGI0011.D 75% REP2
9 vial 5 1 13/10/2012 04:39:15 p.m. SIG10013.D 100% REP1
10 vial 9 1 13/10/2012 04:53:37 p.m. SIG10014.D 100%_REP2
11 vial § 1 13/10/2012 05:22:19 p.m. SIGi0016.D 100%_REPL
12 vial 6 1 13/10/2012 05:36:40 p.m. SIG100177.D 1008 REP2
13 vial 7 1 13/10/2012 06:05:22 p.m. S1G10019.D 125% REP1
14 vial 7 1 13/10/2012 06:20:25 p.m. SIG10020.D 1254 REP2
15 vial 8 1 13/10/2012 06:49:09 p.m. SIG10022.D 125%_REPL
16 vial 8 1 1371072012 07:03:30 p.m. SIG10023.D 125% REP2
17 vial 9 1 1371072012 07:32:13 p.m. $IG10025.D 150%_REP]
18 Vial 8 1 13710/2012 07:46:35 p.m. SIG10026.D 150% REP2
19 vial 10 1 13/10/2012 08:15:22 p.m. SIG10028.D0 150%_REP]
20 vial 10 1 13/10/2012 08:29:47 p.m. SIG10029.D 150\ REP2

Compound: DICLOFENACO ACIDO LIBRE ({(Signal: DADL R, Sig=254, 4 Ref=off)

Run Type RetTime Amount Area Height width Symn.
£ [min} [ng/ul}] [mAU* 2] {mau] [min}
| e fommm e | = |omommmme- [ e fomm-e
1 BBA 6.824 4.46284e-2 409.5875% 16.56993 0.4004 0.82
2 BBA 6.844 4.48060e-2 411.37418 16.30467 0.395% 0.84
3 BBA 6.848 4.55745e-2 418.83160 17.32868 0.3940 0.84
4 PBA 6.852 4.52166e-2 415.82916 17.33366 0.3919 0.86
5 PBA 6.859 6.92792e~2 628.52570  26.42021 0.3895 0.86
6 BRA 6.861 6.85555%e-2 621.54730  26.78447 0.3827 0.88
7 PBA 6.869 6.93516e-2 628.78284 27.59925 0.3618 0.87
8 BBA 6.871 6.88838e-2 6£24.58362 26.86503 0.3992 0.86
3 BeA 6.870 9,23131e~2 831.09393 37.071313 0.3575 0.86
10 Ban 6.871 9.2280€6e-2 830.77747 35,92823 0.3658 0.86
11 BBA €.874 ©,25919e-2 833.69696  37.57231 0.3549 0.87
12 Bea 6.874 9.23887e-2 831.90698 37.07265 0.3578 0.87
13 PBA 6.884 1.15882e-1 1040.52405 45.00837 0.3817 0.85
14 PBA 6.884 1.15137e-1 1032.61348  44.51479 0.3827 0.85
15 PBA 6.885 1.156260-1 1037.17700 47.56553% 0.3504 (.88
16. BBA 6.678 1.15154e-~1 1032.70679 47.09559 0.3518 0.88
17 BBA 6.880 1.30934e-1 1174.76062 55.25858 0.3440 0.87
18 BBA 6.882 1.30830e~-1 1173.56787 54.86743 0.3455 0.88
19 PBA 6.881 1.2%915le~1 1156.05408 54.3422% 0.3442 0.88
20 pBA 6.884 1.30627e~1 1169.18176 54.97665 0.3441 0.88
-------- . St Sttt et aeteiataisatel eiiaiatales Ittty
Mean: 6.869 9.04606e-2 815.16615 36.35400 0.3698 0.86
S.D.: 0.016 3.16042e-2 279.34683 13.77670 0.0209 0.02
RSD: 0.237 34.93609 34.26870 37.89596 5.6473 1.80

95% CI: 7.6le-3 1.479012e-2 130.73832 6.44769 9.77¢-3 7e-3

TOFARMEL 18/10/2012 07:59:26 p.m. MVELARDF/F.ROMERQ Page 1 of 3
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Anexo 11

Tabla 10. Test estadistico de Cochran en funcién al porcentaje de muestra
recuperada.

Porcentaje de

muestra Promedio Desviacion .
Muestra recuperada (%) estandar Varianza
(%)
80,08589
80% 80.24844 80,129 0,105 0,011
80,05200
101,61233
100% 10187256 101,584 0,303 0,092
101,26828
120,02017
120% 120 31861 120,175 0,150 0,022
120,18494
Geo 0,734
Numero de Grupos (K) 3
Numero de Determinaciones (n) 3
Glabla 0,798
Criterio de aceptacion Gexy < Giablas CUMPLE
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Anexo 12

Data File C:\HPCHEN\L\DATA\DOL_EX\001-030i.P Sample Name: ST _DICLOFENACO A
Injection Date : 20/10/2012 02:22:13 a.m. Seq. Lire 3 3
Sample NHame 4+ ST_DICLOFERACO 2 locaticn : Via)l 1
Acq. Qperaror : M.VELAROE/F.ROMERO ir) : 1
In} Volume : 10 pl

Acq. Mathad : C: \Hm\l\MZTHODG\NL_VAL.N
Last changed t 20/10/2012 03:21:00 a.m. by M.VELARDE/F.ROMERO
(modified atftex loading)
Analysis Method C: \HPCHEM\1 \METHODS\DOL_VAL.M
Last changed 2271072012 31:53:23 a.a” by MVELARDE/F.ROMERO
EXACTITUD DE LA VALORACION DE DICLOFENACO ACIDO LIBRE EMN DOLFENEX 9mc/5nml SUSPENSIOM ORAL

YT

0ADI4. Sga2S4 4R 2heol(DOL_EXO01-030104
mAY ]
175
3 "
®
o
-t
150 g
I
<
125 4 §
. &
100- g
g
0
%
°'
L < IR T S T, R DR DT
~ EXternsl Stendafd Repory T " - -
Sorted Ay H Signal
Calib. Dato Modified Monday, 22 22e October 22e 2012 11:93:23 a.m.
Multiplier * 1.0000
Dilutlon : 1.0600

Use Multipliers Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DADL A, §ig~254,4 Ref~off

Retrime Type Area Mut/Ares Asouny  Grp  Hame
toini {wAU* 5] =g}

----------------------------------------------------------------
5.99d HBA P42.910623 9.449202~3 ~1.96517 DICLOTENADO ACIDO LIBRE
Totals : 7.96517

Results obtained with enhanced integrator!

IQFARMA 22/10/2012 11:56:46 &.m. M.VELARDE/F.ROMERO page 1 of 2

Figura 10. Cromatograma del estdndar de diclofenaco 4acido libre a una
concentracion de 100% de la exactitud del método.
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Anexo 13

Data Flle C:\HPCHEM\I\DATA\DOL_E.X\0D2-0601. D Sanple Name: NT1_B0%
[jection Dare 1 20/10/2012 04::9:22 a.am. Sag., Line @ 8
Sample Hame : MP1 BN Location ¢ Vial 2
Acg. Operator ; M.VELARDE/F.ROMERO Inj

jo: 1
inj volume: 10 pl
Acq. Method : C:\RPCHEM\1\METHODS\DOL_VRL.¥
Last changed : 20/10/2012 04:18:09 8.0 by K.VELARDE/F.ROMERO

{(modified after loading)

Ixnalysis Method @ Ci\HPCHIZM\L \METHODS\0OL,_VAL.M
Last changed 1 22/10/20i2 11:52:23 a.a. by M.VELARDE/F.ROMERO
BA CTI TUD DE LA VALC REIG FDIGOFNACO AC DQ IBR I ENDOLFE.NX SmpSa b SIS PENSON ORAL

DADY & G284 4 Aepmon (DOL_EX1002-0801 D)

mAL’
175

150- 2

2

2

125 g

100 4 g

8

B

[ 1]

T T T T T

4 5 ] LS - i
TrLgrids Shediro Yasdors -
L}

Sorted 8y : Signal

Calib. Dsta Modifiec tonday, 22 22e October 22¢ 2912 11:53:23 a.m.

Multiplier ' 1.0004Q

Dilution ! 1.0000

Use Multiplier & Diiution Factor with 1STDs
Signal 1: DADI KR, Sig-254,4 Ref=-off

RetTime Type Arsa Amt/Araa Amoxnt Gop Hame
imin} (a2 *s) [mgy)

------- D B i el I TPy
6.001 BaA 162.91943 9.44920e-3 7.20890 DICLOFINACO ACIDO LIBRE
Totals : 7.20899

Resulls obtalned with enhanced integrator!

IQFARMA 22/10/2012 3L:58:01 3.m., M.VELARDE/F,RUMERO Page 1 of 2

Figura 11. Cromatograma de la concentracion al 80% de la exactitud del método.



Anexo 14

Date File C:\HPCHEH\I\DI&TA\DOL_:EX\OD&-IGOLD Sample Name: MIT1_100%
injection Date : 20/10/2012 05:50:36 a.m. 5eq. Line : 1€
Sample Naae : MT1_ 100% Location : Vial 5
Acc. Operator : M.VELARDE/F.ROMRRO Iny : 1
Inj Volume: 10 pl
Acq. sthod H C:\HPCHEM\I\MBTHODS\I\OL_VAL.M

Last changed 1 20/10/2012 0%:49:25 a.m. by M.VELARDE/F.ROMERQ
(modified after loading)
Analysis Maethod : C:\HPCHEM\1\METHODS\DOL_WAL.M

Leat changed : 2271072012 11:53:22 s, by MVELARDE/F.ROMERQ
EYACTITUD DPE LA VALOPACION DE DICIOFENACO ACIDC LIERE EM [OLFENEX fmg/Swl. SUSPENSION OPAL

DAD! A Bigelbs 4 Releot (OOL_EX006-401 D1
mal ]
L]
175 §
8
0 §
)
1251 i
S
(5]
[+]
100 £
; 1 -
3
75-1
i
504
25 |
o,,4J “J .
) i 2 3 4 i) o 1 )
External Standard Report
Sorted 8y : Signal
Calib. Dsta Modified : Mondsy, 22 22e October 22e 2012 11:53:23 a.m.
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0600
Uge Multiplieré Dilutign Factor with ISTDs
Signeal 1: DADL A, S5ig~254,4 Ref-off
RretTime Type Area Ant/Area Amount  Grp  Name
{minj [wAU® s} g}
------- |emeecsjecccancacn|erncncence|mecerssnsnfsajossansrsmncncnnane
Sreed Boa §710.633F1 v Ne-5 8.2.84 HICIREER MY AC:O0 LIBRE
Totals : 8.22841
Raesults cbtained with erhanced integrator!
FDFARMA 2271072012 11:590:12 a.m. M.VELASDE/F.ROMERO Paga 1 of 2

Figura 12. Cromatograma de la concentracion al 100% de la exactitud del
método.

65



Anexo 15

Data File C:\HPCHEM\ I\D/TANDOL_EX\000-250i.D Sapple Hame: MT1_120%
Injection Date : 20/10/20i2 07:32:55 a.m. Seq. Line : 25
Sample Name | : MT1_120% iocation : Vial §
Acq. Operator : M.VELARDEL /¢ .ROMERD in) : 1
Inj Voleoss ¢ 10 pl
Acq. Method ¢ C:\HPCHEM\I\KETHOD5\DOi._VAL.M
Last chariged : 20/10/2012 07:31:43 a.m. by V.VELARDE/F.ROKERD

(modif ied after loading)
Analysia tsethod : C:\HPCHEM\L\METEODS\DOL VAL.¥%
Last changed + 2271072012 11:52:23 s.m. by K.VELARDE/F HOMERD
EXA.CTITUD DE LA VALORACION DE DICLOFERACO ACIPO LISRE EN IOLTENEX Yp0/SHl SUSPLIISION ORAL

QADY & Sige2844 Aeteakt (DOL_EXWDOL-250Y D)
mAU b4
o
-+
75 8
o
g
150 - 5
8
s ] 8
100 o
-
so-.
25-
0-_—4/\J L) J
Tt 1 —r——r 1 x + r
(1) 1 2 3 4 3 [} 7 s frin
Externai Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modiffed Nonday, 22 22e¢ October 226 2012 11:53:23 s.o.
Multiplier ! 1.0000
Dilution ' 1.0000
Use Multiplier § Dilutlon Factor with ISTDs
Slgnal 1: DADL A, Sigw254,4 Ref=pff
RetTime Type Area Aat/Ares Pmount Grp Name
[min) Imauts) (mg}
5.994‘83'\ 1142.81750 9.44920e¢-2 10.798171 DICLOFERACO ACIDO LIBRE
tTotals @ 10.79871
flesults obtalned with enhanced integrator!
IQFARMA 22/10/2012 11:58:26 o.m. K.VELARDE/F.ROMERO Page 1 of 2

Figura 13. Cromatograma de la concentracion al 120% de la exactitud del
método.
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Anexo 17

Datd File C:\HPCHEM\I\UA'M\DOL_PRE\OO]-0301-0 Sample Name: ST_DICLOFENACO A
Injection Date : 27/18/2012 01:56:56 p.m. Seq. Line : 3
Sample Name : ST_DICLOFENACC A Locatios: vial 1
Acq. Operator  : M, VELARDE/F.ROMERO In: ¢+ 1
Iny volume: 10 ui
Acq. Methed C:ANPCHEN\1 \METHODS\DOL_VAL.M

Last changed 27/10/2012 12:43:38 p.m. by M.VELARDE/F.EOMERO

Analysige Mathod : C:\HPCHEM\L\METHODS\DOL_VAL.M

Last chenged 1 2971042012 11:26:32 a.m, by M. VELARDE/T.ROMERD

PRECISION DE LA VALORACION D DICLOFENACO ACICQ LIBRE EN DOLFENEX 9mg/5ml SUSPENSION ORAL
CET 12 Sge2844 Refso DOL PRE: L0100

T

~y 7

75 -

150

g
924 - CICLOFENACO ACIDO LIBRE

% 4
40
2% 4
0
T y ] Ty 1 T T T
S 3 1 2 ] 4 8 ] i 8 _mh
FEERYTESTNSITIST awEsIE— soTEEEx = ==
Externsal Standard Repert
Sorted By ¢ Stgnal
Catib. Data Modified : Monday, 29 29a October 29e 2012 11:26:32 a.m.
Holtiplier H 1 0000
Dilution
Use Mulzipliers Dilution Factor uith ISTO®
Signal 1: DAD! B, Sig=254,4 Refeoff
RetTime Type Ares Ant/Ares Amount  Grp  Name
{min) (mp.0's) {mg/ &)
i i - i -
5.924 BRA 843.66608 'l.OGSlﬁe-d 8.98896e-2 ' DICLOFENRCO RCIDO LIBRE
Totals: 8.988%6e~2
Results ohtained with enhanced intearator!
++¢ Bnd of Report *+*
1O0FRRMA 29/10/2012 11:32:25 e.m. M.VELP.RDE/F.ROMERO Poge 1 of )

Figura 14. Cromatogramade! estandar de diclofenaco &cido libre a una
concentracion de 100% de la repetibilidad del método.
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Anexo 18

Data File Cr\HPCHEM\I\DATANDOL PREN002-080LD Sample Name: P_M1_P-1105122
Injection Date : 27/10/2012 02:53:37 p.m. Seq. Line : ]
Sarple tame : P_M1 _P-1105122 Locatior : vial 2
Acg. Operator : H.VELARDE/F.ROMERO Inj @ 1

In] Volume: 10 ul
Acg. Mathod : C: \HPCEEN\ 1\HETHODS\DOL_VAL. M
Last chianged : 21/10/2012 12:43:38 p.w. by MVELARDE/F.ROMERO
Analysis Method : C:\HPCHIM\I\METHODS\DOL_VAL.M
Last changed : 29/10/2012 13:26:32 a.m. by MVELARDE/F.ROKERO
PRECISION DE LA VALORACION DE DICLOFENACO ACILO LIBRE EN  COLEEWEN %mn/Sml SUSPERSION ORAL

CAL & SGal54e 4 Gpranr D0 ZHE 08 O
mAU
75 g
=‘
150 4 8
o
-
125 | g
| &
100 g
8
-
54 “
ft
fa | p
% l
|! I
25 !1 | | [ l
|| ‘l ﬁ' s! !l
oj.m-_*.r L . o [ T
- T o A L A 2k S B S Ty vﬂ-~rv—-r—v1«~v i aans st g
0 % 2 3 4 5 8 E nin
wEetornsl, Soansdar+.0poee
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified Konday, 29 29¢ October 29e 2€12 11:26:32 a.m.
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier § Dilutfoan Factor with JISTDS
Blgnal 1: OADY A, S1g=254,4 Ref-off
RetTime Typea Area Aat/Area Acnount Gep Raxg
(min} ImAU*s) Img/5mi]
---------- '--.‘---_...... ~—-—-——--- Lt L e LR B R L A e L P
S. 930 BV 839.06543 1.06546e-4 8 93994e-2 DICLOFENACDO ACIDJ LIBRE
Totals: 8.93994e-2

Resulits obtainod with onhenced integrator!

*»* End ol Ropott ***

Figura 15. Cromatograma de la muestra de Dolfenex® 9mg/5ml suspension oral
(lote: P-1105122) a una concentracion de 100%.

69



0L

C-39  3-93Q°S [-oplTgy € €902 LT Z-96C148°L E-mLE°% S13 w&d

S0 000y 0 1-Mz0i'e 1-90 9838 1-27G605°2 900°Q * 954
C-y B-920°0 1-99081°g 990y (73 T-3¢6092°7 roel'T itas
E€-p BEig-gy ulreyd'ly  B6ge W3 6€8500°G S5~ ey

JE e T e B et oadd Rt S E Tl GRS e

€6°0 &£1Z°0 MIECEFL  FATSIESE DLS0H  GENTS VO L]
16°0 S1IT'0 GLi1A'CL  BEDCSTCRE EZuR0'e LEGTS VOGN 8!
€6°0 €C12'0 T6EUE'TL WASAE"TLE SHHI0E  LEG'S  WEE 4)
€E1Z'0 22608'TL JOPOTTCI® BUIEO'S  SHE'E R )1
L1170 Y{vze 'kt ORINPStE  EVAGC'S Wa"k voa £1
€L12°0 S7osL (L OMLS'EWS IZ120'% 9Le°C WEA 71
€E13°0 99668°CL  FEISE-IVE TSLLO'E  9E6'C  vam |

W12°0 CPCLOTL  BO3RC-IFS TLSMU'6  SEo°S B O

I3VIQ QELOI'EL STNETLRS 26000°6  SE6TE WM & S $-MCUZ T-GETLOCTT T-0LtB1°Ek $-BIuELL'S C-#3E°T IED 15
B0 GBBLT'CE  EITIZTOPE ITIDO'GE RD6TE WM B '8 $LE0'0  [-03D3eS") Z-06HLL9°H Z-OLZPILS SI0°8 : ofy
€TI0 2605°3L  SHELLIECR ZIOO'E et Ve *={ -390°7 [-SHDI0T’ T [-DEFIRC™2 5-5I0DCH°) E-3EB°T  °0°§

@ize _@mema.mn .n-moo.mau .gauno.m _anmi " ¢ DECE KONCO SIOLQTOC FINGLTING  I-SNEMD0'E GRS INTOK
] - fommfmmm 1 Jomm [ o mmmmm e f o e e
(S {20 L%, v 11u5,Eu| -._nq:. ) & '
-anke QWY Iudsay Ty WUy EUILISE SCAL G Tetm oBZL0 06669 IOEEE"SIE  Z-=CeHI0‘e 934G ¥38 §
T5TE FOZZTU GLELLTOL Ly ¥id  ZoCEGOG' B SI5° vag
iFToeIN # 1SZ=B18 ‘YW 10VG (ITURIE) ZWEIT OQIDV COVHIIUIILG *Pamcelion Ze8 Sozyo mmnnadn Mm»:.muw wimawww.m m.«mpm ¥33 {

'8 SOZIT0 TMLLTTOL  INEAICSHE T-OLSEU0L MBS w2
T uy 68 W' UBZ66°5F EMIPITELIN T-SEQU00°6 1ZeTE B i
N

LD s 2 @ G LOL1~L00 "= ITZFI750 $10T/0T4LT € t 1€LA LT PRI ) 4 — fommn
IZVSCIT-«_ ¥ @ U"Z0ET=c00 =t 3T206: 60 JTO/0T/LT 2 L IPA B | 2T o fe.pa)  [ragsryl fogsi [

TTLSOLT-c_SM A G- L021-900 *6°¢ €CHRE260 ZIQZAOTSLR € 9 1054 LT cwmidg IR TSR SoxyY LNOMY LISy aak: woy

TTISAYT-c_SH_A 0" z0z1-300 ~wid Ly2ieis0 NSQ“WC»W m m :M.w mﬁ

FTIROLT-c_bW_d @ 2UL1-500 W8 EILOSPO TIVZA0LSL 1= 1 L3TO=T ESEeEls  penli s y b BIGLORG LFOnoii,

FITSU I~ BN d 7 TOTT-CA0 WS £EIGEI¥0 Z1RZSOLALE | S A N e ¥ 15 Y 10V TINURIS) eI 001 GO 1 ?

EZUS0MT~_Od_d 4 200T-00n0 "L 0 ¢REL1:r0 T1OISOT/LE & ¥ IrIA 1)

221501 Tue_€3 3 4°1001-300 "' 21300 TIOZ/OTILT L ¥ ITLIA W) 4 COMRMTYNI IS 4°10L0-100 "6 $13Z¥SI0 TTOZIOTALY 1 1 IRIA S
TTISOLT=_ O d G E040-L00 1S Se{3(0 ZIWTALAL R £ IfIA & v OOWIRICNIO_LS G 10I0-100 "u'8 SKIBEIZQ JIHTIOI/LE T 1 I¥IA Y
220w 2K d ¢ TUE0-£Q0 078 302300 TLBI01/T L € iTIA & ¥ OWIODIN_ LS 4 1050-100 "8 063130 TIRT/QIA8T 1 3 IRIL €
CTISCLT-w_13 & Q- TU30200 "o F #0200 ILO2/01AE T T IeTL ¢ v CONBINVEDIG 3% 8O 10E0-100 o0 (TIeRil0 2THL/0TAL T 1 IeEE 2
} ZICLOLT~e W s.a.:_muuﬁc_é.m CERESFT0 ﬂommﬂmwm_m;c.nomammw_m% v gusuﬁma;nwo.saw;:é 94295210 ng?.of.rm.u R 1 qn;.u
. " 3 ® ¥

RSP SRR STTI st G {ur [u; wo12e007 Uy Sy PSS INUN RTT4 sxyirewg tfu fun wofaedoy Wi

HTYA OO\ IR LA RIERE 5D ivuEw o117 POUIK WA IOOAEKDNE LT T VHEHOM AT SBUEY OLIY PO IGH

L ChiEWOw "2 /30HYIRA TR 13oTREnig O Iwig ~ 45 1303eindn

_EEE 100 \NIYRLLANIEDSHAED s3ed A30323331p TN mgoagfﬁﬁ»w%mﬁv 1y A3BTOSR ¥Ing

£ 28400 VEDRGEOBE \ L NI HOOHA D £ INET A00alYg 5 A8 TOMVAIACES VL RO A\ 50 safyes Souaedg

. trodag >3 is1301 9 1rTed oy >T18573€18
7394 WORAVIDHEGIID TUEHIIIEA D #1732 wmisdeg £ T IOAVKIENIAS| LIKIHILIN D #3113 w0erdog

‘opolaw [ap pepyjiqiadal e ap ugjousjal ap sodwal A seoleiBojewosd sealy ‘Z| ejqeL

61 oxauy



Anexo 20

Data File C:\HPCHEX\I\D.ATA\DOL_FRE\N00}-0371.0 Sample Ramo: ST _DICLOTENALO A
Injecl.ion dite ¢ 2?/10/2012 01:56:56 p.ni. Sey. bLing 3
Sample Namg + ST DICLOFERALCO A Logation : vial 1
Acn. Operater 1 MNVELARDE/FROMIRO Inj : 3
in] volume : 10 ul

Acq. Method
Last changed

CAHPCHEMAN\ME THODS\DOL_VAL.M

27710/2012 12:43:38 p.m. by MVELARDE/E.FOMERD

Analysis Method C:\AHPCHEMA\I\METHODS\DOL_VAL.M

Last changed 29/1072012 11:35:5]1 a.m. by MFLORES/F.RCMERD

PRECISION TNTEPMIDIA DE LR VALORACION DE DPICLOFENACC ACIDO LIBRE EN DOLFEXEX 2»g/5mL
SUSPERSION ORAL

RNALISTA: M.FLORES/F.ROIERO

PT

OADT K Sig=754 4 Ref=off (OOU_PREDBLGS"\ Dy~ ~—— - 70T o Tt s o
mAl
5 4
w
o©
=]
-b
150 g
w g
¥
o
100 g
[53
'
S
75 | <
-]
25
= . Tt : ey — —1
S 1 2 3 ) 5__ . 6 7 & iy
= -
External standard Repont
Sorved H Signal
Calib. Data Modified : Monday, 22 24n Ootobar 28%e 2012 31:3%:51 a.m.
Multiplier H 10000
Ditetion H 1.0000
Use Multipiier & Dilution Factor with I5TDs
Signal 1: DAD} A&, Sig=254,4 Ref~pif
RecTima Type Ares At/ Ares Bamount. Grp Name
frsing {mAY-s] {mg/5mt.)
....... from e -— ] - f e e - -
5. 924 BGA 843.66608 1.0054€.e-4 8. 988960-2 DICLOFEHACO ACIDO LIBRE
Totaly : 8.98096e-2
Results obiained with enhanced Integrotor!
w++ g£nd of Report *4*
IQFARMA 2871072012 11:51:37 a.m. M.FLORES/F.ROMERO Page 1 of 1

Figura 16. Cromatograma del estandar de diclofenaco acido libre preparada por
otro analista.
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Anexo 21

Data Flie C!\u?’:ﬂm\l\[ﬁfh\’[ﬂ)h“?ﬂi'\m)ﬁ-l(ﬁi‘[.' Sanple Nane; ?l_ﬁ}_F-!Tﬂ’f’}g?
Injectlon Nate ; I7/E0/2017 16:lshil pot. Seq. Lite: 14
Sanple Nane P PI_ ML P-1365127 Lacations Vial @
Acq. Operazor ; MTELAGDEST JMRRC oy 5 1}

iny Veiume 7 I u3

Acg. HMathod t COAEPOREN 3\METRODONIOL VAL.M
lant + 270072017 12041238 pom. by R.VELARDE/F.ROPERD
Anal ysla Wathod @ C:WWPCHEN INMETSODNDOL VALLN
Lest cChanged T 3371042012 1H:35:%) aas. Dy M.FLOKES/F.0MERD

PRECISION IWTEAMEDLS ER LA VALORAZION D€ DICLOFEWAOD ACIDG LIBAR £¥ DOLFEHEX fmg/Sal

SUSPENS108 ORAL

AMRLISTAI M. FLORES/ F. RONERO S
T Bili v, Sgeaici Rl G PNEOIE MBIy T T e e e i
g

s

) g
0
.
lﬂ*i
i
!
» \
| k I\
o;.{'__..._l Lﬂ‘_‘_
‘ . 1 I T K T S "
Extersal Srandard dephre =
Sorced By ] Siopmaat
Calib, Oste Moclifies Noswdiry, 2% 1% Octcher 2% 2312 11:35:3]1 a.m.
Hultiplier : 1. 0800
pilution

1.0000
Use Nultipller § mmnm factor with I5The
S8ignal 1: DADX A, Big-254,4 Baf-oft
fiotVinme  Type Arwa A/ Aami Ascuat  Cap Mana
freini a2l Iqml
................................................................

Torals @ 8. 3T6e-2

esuits obtaineg with eohancixs intsgratoe:

©"* En Ot Faport’ **

IQFARMA 2971072012 I0:382%4 2.2, M.FLOBES/F.ROMERD fage 1 of 1

Figura 17. Cromatograma de la muestra de Dolfenex® 9mg/5ml suspensién oral
(lote: P-1105122) preparada por otro analista.

72



€L

ool r-enz't 1-00cbZ0'E 12v12°1L E-6LEL(S 1 kenl6"F I WSO

$00 KiCD LSO Lerietr LML T e, ¥-81  p-B9C°T T-SLTLIE1 T-S[RPOT G S-PTHELL'S E-BGET 11D vmm
£-%F 3-804°9 [-OREEUL'T g TdY'Z ¥-08 g ‘e N ~SYPZLS 1 T-96P6L9 8 Z-2£z¥91°§ 81070 i oasy
. i3 x 3°11E SEAPD'6  BEG"G suea £0°C PEBOTQ  1~SY0ZLSTL -9 ] : A4S
S R e, et ¥-9( F-990°2 1-8¥0101°1 Tmnu.q.nn.n nu«mgmw.m m%mm 1 ?mam
M A M - 6L ¥ 2- ¥50° 6
ve'0 BLIZ'0 SVEDY'CL  CIUROTSHR ZOIS0'6  (6°§  VBR T m.mimiwmmmqm«_mwmmwamoa.mmm :aume s5e?0076 it
ver0 BCIZ°0 POEEGEL ObESE°SEE SI020'C  9L6°S  wOE 31 ——
0 U Lieh s e Hetr wn co01300°6 5265 e §
WO WII'D EALNGTEL 5 0 v = . - o - “
PO CLIZ'D CODL'LL  SLTOC"SKE CH0'6  9EGS  Wed E1 m.m.n. moww.m m«m«mwww ”MMMM.MHM e LR e
DEQ S{IZ°0 CoudB'lL Oede'SPE BT6C0°% CEe"t el 71 ¢6°( ,o . LEL . ) < ) 26" :
G340 D M R LSS Bive: Hmros eemsied
60 259270 MIIS'ZIL SLS"088  87200' 0 260 9022°C Z9LL1 0L i ~615600° 26"
¥ 5 ICL'CL  TOR90°sbx ZIOMD'E  9€6°C VIR & i . . 3 . >
u.n w.nn“mw Mwummér Pwm.,.-mnm 099500 556°5 vt 8 b0 302Z2°0 98268769 602997 EFE Z-SEO100°6 VzG°S g8 1
f€°0 BEIZ°0 P¥EITTLL SSUCL" L 51210 43341 e L l|t|l_llllltl_ |om—m ] \\ldl—ﬂuii.-llnlﬂu.l_l!ﬂ
on-ml.nuw.o _ﬂnNmﬂ.vn .n-nn‘.«'u .unwna.n _hna.m -a-wla —C.__H_ .—w@lu —Wa—z.u —ﬂﬂm\gu —C—.Ju_ B
T e (e (Rl lesstal o taol . ‘u’s  UIPTH  JUBTOR goav Junowy  OWTLIDW wdAL uny
‘audyg  §IPIK INATEH oy IUNCLY  JUTIRIZ AL Yy 4
54 Y - H 5 a :punoduo
[F30=10 F¥SR-R15 ‘Y 1AWU fIAURIS) 311 GIIN OOVHIADIOIU *pemcsuny (JJ0=308 ¢ pS2=b18 ‘¥ [ava :TeubIS) FEAX1 QAIIN CIVNIIOTHIA :punoduod
QZIRQIT-_RK_1d 07 2001-710 “w-d Zeigiien Z10ZFOUALL € £ ®IX LI _ " — 17y T 01/iz 1 T 1214 &
i T1-3_30_ 14 O0'1061-010 ‘w'd IZIm0FSd TTOZ/OT/LE 1 £f ICI1A $T ¥ QJYN3JODI0_LS 4°10L0-100 91:Z "N.u FAR: Y 1
s e B O L L Teer o o/l 1o e
S aOli-g e 14 0-2001- 00 ~u-€ LESTE: 20 Floart : ¥ QDWNIJODIO_LS 4 Tog0-lop '@ d LE361:20 2102/01/:2 1 ¥
TEts SZOLI-LLh W€ AEITUI0 PIO2A0LALE ¢ It TIa Q1 UL A LLos el sol- < : !
,wwnwﬁuvﬁuﬂ m.mwx-?a “wd %NSHH ﬂw_mu.a.sw 1T It Wia 21 ¥ OOVNSA070Ia IS O Topo-Too G.q Z.wm”mo Zroziat/ee ~ T TeTa 2
ZEESAT1-~4TEN 14 0°T091-300 W-d GEZLE:iLO ZIDI/OL/AZ & O WIA 1 ¥ OJYNSI0TOTA &S O Tgpg-Top "*'S 95795710 ZIOZ/O01/LE 1 1 1814 1
CTIRQIT~a €8 34 Q°1031-010 "wrd pRIFEALO TI0ZSOLALY 1 DT IvIN OF ——— w ~ ulb&.. ~l||
ZTUSOLT~A 2K 34 €°T051-000 ™3 (TT005 16 TIQR/OLALT © % TIA € . :
TTLSOLTI-A T 1d Q" TORT-600 w3 DPsIRiS0 TI0Z/OTFLL 1 € 1A &
22LCOTTI-A_ TR T4 Q' P I-000 "W d GLIETIRO TIQZ/0T/4 & & 1w L Juy oyduvs  wwey o7T3 sarisaavg - ful fur uepTITDOT uny
ZZUSOLT-4 IR 12 0° TOHT~000 “#°d 15303280 TIOLTF0T7LT 1 € 1%68 9
e Y Y ROTYA 7300 \SOOHLIZH 1 \M3HIIB\ D iawEu 8{TZ poyasy
sOTR SdmCs  ducy BILI wyg st -fuy {u1 voyIesoy way
- ——anige = . . sdo
i RADATUGHDZNAID 8T $112 POQIoN - O¥ERIU"3/S3HOTI R Io3eIs
o ,.Srﬂug‘.w?au..“é 109D _4He TOONVIVAN T \VHAHDINN D syled ?_ouoom:o mwg
:&ixﬁwggﬁr.w&mu»ziu 1P £303307T6 C3Tg $°383 TOQ\IXIFNDIAS\ I\NIHDIHN D i81qel sousnbag
5304 IOAVIHBOLI SN I ANIIDSHA D 1IN wwanlag
31o0dasy 27T3ISTITELIS
. j3cday »>¥I¥F3Ia3v18
272 IDNEMANSEE\ L \HIHDIRV D #1112 sousibeg S 3¥d TCO\EDIEN0OSESVI\HIEDGHN 1D STT4 Sausnbey

"0pOjpW [8p eIpauLBiY) ugIsioald ) 8p uglaualal ep sodwal A sealesbojewold sealy ‘gl ejqe]

ZZ oxauy



Anexo 23

Uata Flle CHAPCBEMNDATANDOL FRENOLC-2201.0

Sangple Fana: 8T DICLOFEMACO A

InjecLinn Data
Sanple tiana
heg, Qpmestor 3

271672017 1021711 pan.
87 PICIOFENMCD &
b VRLARDR/ B, ROMERD

Cniy,

Lirng
Lot:a::io:; ¢ vinl 14

) I

22

e
In] Voluos @ M m)

Rcyg. Betfiod 1 CNVHPCEEMVIAMET HODSADOL_VAL2.M
Last changed 1 2771072002 12:27:1% pan. by HWELARDEAF. BWERQ
Fmalyats Hachod ¢ CABPCEEM\LANETHODEADOL _VALIM
Last ehangod 1 2641042032 10:12:27 poi. by ANELARBE/FRONEAQ )
ROFISTEY. DF 1A W ALORACTOR. DSt DICLC FRNACD ACIDG TIBRE Bi DOLFEHEX Dng/Snl  SUSPEMSICH 0pAL
DADW B & b o AL TDOCPRDMa2 20904 " ;
i :
» i
8
= 3
106 - g
S
A
6 I T - T T T Y T |
& 2 4 L] . ) -] =2 " g-?
R s Sodirear bttt v
Sorten 8y 4 Signal
Cobll. Oata Modiiled Handay, 2P 20p Detobige 0o 2072 17:13:27 pos.
MyLitiplter s 10000
Ditucign ¥ 1.0000
Uas Nultipliar & Dluglon Fagter with 15T0#
Plgnal 1: DADl A Blg=2¥.4 Retwoit
RetTine Type Araa N/ hraa Seraprt. Gep Hama
[miny [aA T~y Ing /50l
| 1 { fa o=l
IL?TélBﬂA 1692.09229 5,3366%¢-5 9.030{Tn-2 BISIOTEINGD ACIDO LILRS
Totales #0101 Y02
Resgloa chtained with snhateed Inteqratort
**x yos a1 Rapair ==v -
IOFREMR 2871072017 12119179 pop. MLVELARDE/F.ROMERC Payw 1 of 1

Figura 18. Cromatograma del estandar de diclofenaco acido libre variando el flujo
a la mitad (0,6 mi/min) de la robustez del método.
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Anexo 24

tata File CIABPCEDIN NDEIADOL, PREL015-2701, 00 fople Msrw: & H] Fe1105127
Injecgion Dote = ZVJACA2BIY i1 :R3:%% pon. Seq. Lime XY
£Anple Nane = & ¥I_P-IR05I2T Location t Viat I
Py Oputaras 2 HOVELANTEST BOYIND Inf : 13

Int Voluams: 10 p2
CANCEGN NP STHNENDOL, Va2 M
22002832 12227015 pan. by KWELARDE/E.RONEFO
Analysis Hetted 1 CABPCEIMANMSTHOOEAIDL VALZ .M
Last chsnged FRAOLTRID 1RI120E) patra by WNELARDESF.ETNERD
ROBUSTEZ CE LA VAMENTOM 35 DICOFRACO ACTD3 LIBSE BN DOFTMEX %/ lc L EXSTENSIGH ORAL

Paq. echod
iast changed

.

ok H

DATH A_Spr3* A LRl PRI IALITO D
! g
=
00 ]
\ 1 g
i | g
(=3
185 4 g
-4
w 2
0
l I
Q.;—-—l
l - - L R - - A
o 4 L _to_ . S i

exseroal Biandacd Repak 4

Sorted by H Slgriel
Calib, bets Bodifted Honday, 2¢ 20¢ Octobar e 2012 12:32:27 pon.
Hultipiier 2 L4000

iutton : 10000
Use Holtiptler € Difucios Focoor wikh I8UDs

Sigid! 1: DADL &, Sige254,4 fpfenff
PetTlae Tepe Hies s o T fuxant Grp Xape
{ning {-anrs) ) LrgssnLt

] i)
11,783 EBA 53150578 ‘5,3356'«?:-5 B, 4294ie-2 DICLOFERRD P00 LIERE
Totais : b pEMBe-2
Fouglts obizlned vith =atanced nlegretor)

ERTAETEER = XELESR 0 X 3

*:< Fnd of Report **¢

UM 25730720102 12:15:35 paa. R ABLAREDEAIOHERD tegm lodl

Figura 19. Cromatograma de la muestra de Dolfenex® 9mg/5ml suspensién oral
(lote: P-1105122) de la robustez del método.
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Anexo 26

Tabla 15. Orden de manufactura para el piloto de Dolfenex® 9mg/5ml, lote: P-
1105122.

ol ORDEN DE MANUFACTURA |CET—
PRODUCTO  |DOLFENEX 9mg/5mL SUSPENSION ORAL
ICANTIDAD: 5000m! [EQUIVN.ENTE A 250 FRASCOS x 20 mL
[CODIGO: rrmremnm—eenee LOTE: P-1105122 DRDEN DE PRODUCION 512
LINEA: IQFARMA VCeTO: e TIEMPO DE VIDA UTIL b
FORMULA
coDIGO MATERIAPRIMA _Aﬁfﬂs_ "CARITOAD | ZAT apwcow | DEvoLuc. Eg:wgsosm ngg:o

IMP00234 |DICLOFENACO ACIDO LIBRE

NAC00078 GOMAXANTAN

NAC00023 |AVICEL RC591 g
SODIO FOSFATO DIBASICO
IMP00082 |[ANHIDRO

NAC00006 |ACIDO CITRICO ANHIDRO

NAC00003 | ACESULFAME POTASICO

NACO00119| SORBITOL 70% g
NAC00065 | ESENCIA DE TUTTI FRUTI mL
IMP00027 | BUTILHIDROXIANISOL g
NAC00096 | PROPILENGLICOL mL
NAC00089 | METILPARABENO g
NAC00090| PROPILPARABENO 2
SIMETICONA AL 30%
NAC00111 |EMULSION g
00000001 AGUA PURIFICADA C.S.P. 5000.00]miL.

Cada 5mL contiene:

DICLOFENACO ACDO UBRE  ocovviei e 9mg
DIRECCION TECNICA ALMACEN PRODUCCION
FECHA: | 250 5
FECHA | 15/10/2012 I RS. ] ] VIGENCIAR.S. |
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Anexo 27

Data File C:\NPCHEMANNDATA\DOL ESPE\N00)-0301.D

Injection Date : 2971072012 06:59:15 p.m. Seq. Line : 3

Sample Name ¢ ST DICLOFCHACO A Location ; viel 1

Acq. Operator : M.VELARDE/F.ROMERO ny + 1
Iny Voluwe ; 10 jl

Acq. Method
Last changyed

C: \HPCHEM\ 1\METHODS\DOL_VAL.M

2971072012 06:58:06 p.m. by MVELARDE/F.ROMERQ
(modified after loading)

C: \HECHEM\ 1\ME THODSA\DOL_VAL .M

v

Analysis Methoa

» o

Somple Name: ST_DICLOFENACO A

Last changed 31/10/2012 12:03:36 p.m. by MVELARDE/F.ROMERO
DAL 4 Ggrabe ¢ Hafeoh (DA _ESFEWST 0001 DI
AU ]
s
%0 )
128 - g
-
o
100
% -
50 - E4
25 -4
o] -~ T At oy
v T hd ¥ ¥ T ) 1
H H 5 ) 1 12 mn
anm
“pxverTal $Xanoard Wepure T
an
Sarted By ' Signal
Callb., Dota Wodified : 3171072012 12:03:26 p.m.
Hultiplier H 1.0000
Ditution : 1.0000
Use Multiplieré Dilution Factor with 1S8TDs
Signal 1: DADY A, Sig-254,4 Ref-off
RetTime Type Area Amt/Area amount  Grp  Nare
[@in) {mAU-3)
I 1 1 = [
10.29Y BEh S ¥9%.06970 LILPOYGE=T  TTEMNGO0 T TOCLUSENALO” ARID6 LIBRE
Totals : 1.00000
Results obtained with enhanced integrator!
*++ End of Report **~
IQFARMA 31/10/2012 12:04:54 p.m. M.VELARDE/F.ROMFIRO Page 1 of 1

Figura 20. Cromatograma del estandar de diclofenaco é&cido libre de

selectividad del método.
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Anexo 28

Dats File CHARPCREMAZATA\ROL RGPEVDOT-0502.0 Sxrple Hama: PLACEBD
Injection Date @ 28/30/200<¢ DBPNLTI2 PR TB&D Line: 2
Rsple Hana * PLACERD Lecation @ Vial 3
Ay. Opecd Loy : H.VELARDE/F. RDHEAD iny ¢ 2
In] Voluwa: 10 ul
Acqs Matlod 5 G \HPCHENAL \HETRODS\NO L vAL.M

Last changed T 2671002012 07:59:31 pn, by M.VELRRDESK PIMERD
Imodifiesd aiter loading)
CrVHPCHEMALANETRIOSADG L_V ALY

71072012 12:0%N21 pa. by MJVELARDE/F.FIMERD
{mdLfie? arter loading)

Analysls Pe thod
Lagt ehangad

- re

CABIX ~SgaiSe 4 Rl TOOL_ESrEN0T 8% 0]

a3

150

20 ]

L 4

30

) k

[ "'l-_. 4 I\—

i ot B ' o B
Zxternsl Standard Report .
L X T ]

Sorted By : Shgnal
Calib., Data Modilisgd Wadnesay, 31 31s Qorober 3Jle 2012 12:07:21 p.m.
Maitlptier H 0D
piiution 1 1.0000

Uaa Mulkbipltar £ Dilucion Factor with I&TDs
Slgnsl 1: DADL A, Sige254,4 Raleaff
Rettims  Type Ared AN RS Anpunt Gep  Haong

{nin) \ ) {eiiss) ' o
10284 LT -  DICLOEERACS ACIDO LIS
Totale ¢ o.acaon

Remulty obtaiivid with enhinced Integeatord
1 warninge or Errors

Harnlng ¢ Callbracod oanpountiis} rot found

TQFARRA 3171072012 12:071:80 p.n. M YEIARDES ¥ ROMERD Page 1 af 2

Figura 21. Cromatograma del placebo de Dolfenex® 9mg/5ml suspensién oral de
la selectividad del método.
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Anexo 29

PBatn File C:UARCRIMUNDRTAVDOL _FOPEVIQI-0402.0 Sonple Hare: WI_P-3105122
njecttaon fate @ 291072002 GTr2f37 pum. Seg. Lire @ 4
Sunple ¥xra * M1_P-iL0m122 Locatlen @ Wial 2
A, Opetator = H.UELANDE/F.ROMERD w2
Ind Yoluwe ; 1D pl
Acq. Nethod 7 €3 WHPCHERY LANETECOG\OCL VAL M

Last ckarpeq : 287102012 41128049 pun. by PV LIARDE/FRACHERD
trodified after lasding)

Analysts ¥ethod 1 CryHPCHEM\ L VHETECOS ALCL TALM

las® ckanges 4 /1072012 12:61:21 p.m. by N.VTLARDE P NCHERD
imodifiag alter loading)

[ B e B 3 R DG ESPE SO BT Iy
ks )
s
15 -
2
- :
m g
’ g
18 »
£
m. ?
ax ]
. Jw g L \
- v e ey ¥ - v % 1 > ¢ v oy = w e o o«
. z R R ST TR
Retarnat Srancave mepary - T
Sortad By 3 Siqral
Calib. Osta Moxiiited Medresdyy, 3 3le October e 22 12:0%3121 p.am.
Hultiplier t Q000
Difatlen H l.o0na
Dae Molripitar 4 DiJutinn Pagt.or wheh 1STDs
Bignal ¥s DASL &, Sig=25¢.4 Ref=off
FetTine Irpe Ares Amtirirea Moot Grp tone
inln} fnXGal
) e y i P -
10.57%6 'm ' 91R. 2646 |l-l'!ﬂﬂ(a-3« l-ﬂ75‘ll. 'nxcwmmm ACIDO 11083
Totelw : 1.03514
Beszits obtaloed with wnhanced imiegrator!
(AR FM of l.m“ (22
10FARNA JE/ARCAT002 12307329 ik, MVELARIC/Y . FMERD fopr | of 1

Figura 22. Cromatograma de la muestras de Dolfenex® 9mg/5mi (lote: P-
1105122) de la selectividad del método.
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VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
DICLOFENACO ACIDO LIBRE EN DOLFENEX® 9mg/5ml SUSPENSION ORAL
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC). LIMA-2012.

Melinna Sindy Velarde Galindo'. Edgar Cardenas Landeo'. Jonh Huaman Ccopa’
'Farmacia y Bioquimica: UNSCH; *Instituto Quimioterapico S.A. (IQFARMA)
RESUMEN

El presente trabajo valida el método analitico por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para
la cuantificacion de diclofenaco acido libre en Dolfenex® 9mg/5mi suspension oral. El presente estudio
descriptivo se realizé6 en el area de investigacion y desarrollo del Instituto Quimioterapico S.A.
(IQFARMA), entre los meses de agosto a diciembre de 2012. Se realizaron las corridas cromatograficas
en una columna Purospher STAR® 100 RP-8 (5um) (150mm x 4,6mm), la fase mévil fue una mezcla de
metanol: Buffer fosfato pH 2,5 (70:30), a una velocidad de flujo de 1,2 m{/min, y una longitud de onda de
254nm.Se establecio los parametros de validacion de acuerdo a lo planteado en la farmacopea de los
Estados Unidos (USP 35 — NF 30) para la categoria 1, siguiendo la metodologia propuesta por la
international conference on harmonization (ICH). Se determiné la linealidad del sistema en el intervalo de
50% a 150%, obteniendo la siguiente ecuacién: y= 8 465849 x + 43923 y un coeficiente de
determinacién (r* = 0,997); para la exactitud se obtuvo un porcentaje de recuperacion (100,219%) que no
presenté diferencia significativa con el 100%; en la precision se obtuvo un coeficiente de variacién (CV =
0,235%) que evidencia resultados repetitivos y en la precisién intermedia se obtuvo coeficiente de
variacion (CV = 0,247%); para dos analistas diferentes, el método es robusto porque presentd un
coeficiente de variacion (CV= 0,239%), frente a la modificacion del flujo a la mitad (0,6 ml/min); y
finalmente el método es selectivo porque permite el analisis del principio activo sin la interferencia de los
excipientes de la formulacién. Se concluye que el método analitico para la cuantificacion de diclofenaco
acido libre en Dolfenex® 9mg/5ml suspension oral esta validado por cumplir con los parametros de
validacion propuestos por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 35 — NF 30).

Palabras Claves; Validacion, Cromatografia, Diclofenaco.
SUMMARY

In present work we validated an analytic method for High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
for the quantifying of diclofenac free acid in Dolfenex® 9mg/5ml oral suspension. This descriptive study
was done at Research and Development area of the Instituto Quimioterapico S.A (IQFARMA) from
August to December 2012. The chromatographic separation was carried out in a Purospher STAR® 100
RP-8 (5um) (150mm x 4,6mm) column, the mobile phase was a mixture of methanol and phosphate
buffer pH 2, 5 (70:30), at a flow rate of 1,2ml/min, and wavelength of 254nm. The validation parameters
were set up according to the United States Pharmacopeia (USP35 — NF 30) for the category 1, tracking the
methodology proposed by the International Conference on Harmonization (ICH). It was possible to
determine the linearity on an interval of 50% to 150%, obtaining the following equation: Y= 8 465,849x
+ 43923 and a coefficient of determination (= 0,997); the accuracy got a recovery percentage
(100,219%), which didn’t show significant difference than 100%; the precision got a Relative Standard
Deviation (RSD = 0.235%), in the intermediate precision got a Relative Standard Deviation (RSD =
0.247%), these results were obtained with two different analysts. The method is robust because showed a
Relative Standard Deviation (RSD = 0,239%), front to the modification of the half flow (0,6 ml/min); and
finally the method is selective because it permits us to analyze the active ingredient without interference
of the formulation excipients. As a conclude, the analytic method for the quantifying of diclofenac free
acid in Dolfenex® 9mg/5ml oral suspension is valid to accomplish the validation parameters that were
proposed by the United States Pharmacopeia (USP 35 — NF 30).

Keywords: Validation,Chromatography, Diclofenac.



INTRODUCCION

El fin de la industria farmacéutica siempre ha sido
producir medicamentos de calidad y con total
garantia, y es en el avance para conseguir un total
dominio de la calidad cuando surge €l concepto de
validacién.

La  wvalidacién, busca  obtener evidencia
documentada de que un procedimiento conducira
con un alto grado de seguridad a la obtencion de
resultados  precisos y exactos dentro de
especificaciones de calidad establecidas, Ademds
en el mercado farmacéutico existen varios
medicamentos cuyas métodos analiticos, no se
encuentran publicados en obras oficiales como la
farmacopea de los Estados Unidos (USP) o
farmacopea Britanica (BP), lo cual hace necesario
el desarrollo y validacion de estos métodos.

Por otra parte, la validacion de métodos analiticos
se realiza para cumplir las exigencias de la
Direccion General de Medicamentos Insumos y
Drogas (DIGEMID) contemplada en el articulo
176° del manual de buenas practicas de
manufactura de productos farmacéuticos (BPM), el
cual a su vez se rige a reglamentaciones
internacionales dadas por la Food and
DrugAdministration (FDA), Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), International
ConferenceonHarmonization (ICH).

En el presente trabajo se valida el método analitico
para la cuantificacién de diclofenaco acido libre en
Dolfenex® 9mg/5ml suspension oral siguiendo los
lineamientos propuestos por la farmacopea de los
Estados Unidos (USP 35 — NF 30) y la International
ConferenceonHarmonization (ICH Q2(R1)), usando
la cromatografia liquida de alta performance por ser
una técnica muy sensible, de féacil adaptacion a
determinaciones cuantitativas exactas, y presenta
idoneidad para la separacidon de especies no
volatiles o termolabiles y, sobre todo por su gran
aplicabilidad a sustancias que son de interés en la
industria.'

La validacion del método se realizé en el drea de
investigacion y  desarrollo  del  Instituto
Quimioterdpico S.A. IQFARMA), entre los meses
de agosto — diciembre de 2012; desarrollando los
siguientes parametros de validacion: linealidad,;
exactitud; precision; robustez y selectividad.

La presente investigacion, busca dejar evidencia
documentada y a su vez aportar conocimiento que
puede ser aplicado en las dreas de control de
calidad de los diferentes laboratorios farmacéuticos.

El presente trabajo plantea: Validar el método
analitico por cromatografia liquida de alta

performance (HPLC) para la cuantificacion de
diclofenacodcido libre en Dolfenex® 9mg/5ml
suspension oral. El objetivo especifico planteado
fue:

» Determinar que el método analitico cumpla con
los parametros de validacion propuestos (linealidad,
exactitud, precision, robustez y selectividad), en las
condiciones descritas y asi obtener pruebas
documentales para la  cuantificacién  de
diclofenacodcido libre en una suspension oral.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion.- Pilotos de Dolfenex 9mg/5mi®
suspensién  oral  (diclofenaco  4cido  libre)
desarrollados en el drea de investigacién y
desarrollo del Instituto Quimioterdpico S.A.
(IQFARMA).

Muestra.- Piloto de Dolfenex®
9mg/5misuspension oral (diclofenaco éacido libre)
desarrollado en el drea de investigacion y desarrollo
del Instituto Quimioterdpico S.A. (IQFARMA)
correspondiente al lote P-1105122.

Diseiio metodologico

Sistema de muestreo.- Libre por conveniencia.”
Alcance de investigacién.- Descriptivo.
Recoleccion de datos.- ILos datos fueron
recolectados de las corridas cromatograficas de los

diferentes parametros de validacidn,

Analisis de datos.- Los datos fueron procesados
utilizando el programa Microsoft Excel® 2010

Procedimiento experimental

Condiciones cromatogrificas

Columna : purospher STAR® 100 RP-
8 (S5pm); 150mm x 4,6mm.

Fase movil : metanol: Buffer fosfato pH
2,5 (70:30)

Longitud de onda : 254 nm

Flujo : 1,2 ml/min

Volumen de Inyeccion: 10 ul

Preparacion de la fase movil

e  Preparacion del buffer fosfato pH 2,5

Se mezcld volumenes iguales de acido fosférico
0,01M y fosfato de sodio monobasico 0,01 M, se

llevé apH 2,5 + 0,2 con acido fosforico o hidroxido
de sodio.



. Fase movil

Se prepard una mezcla de metanol y buffer fosfato
pH 2,5 (70:30). Se filtré6 por membrana de nylon
0,2 pm de porosidad y se dejo al vacio por tres
minutos para desgasificar.

Desarrollo de los pardmetros de validacién
a. Linealidad

Se partié de la solucién madre de la cual se realizd
cinco diluciones para obtener soluciones en el
siguiente intervalo: 50%, 75%, 100%, 125% vy
150% que establecieron la recta de calibracion, las
cuales fueron analizadas por duplicado.

b. Exactitud

Se empled el método del placebo cargado, que
consiste en adicionar una cantidad de analito sobre
el placebo equivalente al volumen de la muestra en
este caso 5 ml La adicién de los estindares se
realizd a tres niveles de concentracion: 80%, 100%
y 120%, y se realizaron tres determinaciones de
cada concentracién.

¢ Precision
e Repetibilidad

Se evaluaron seis muestras a una concentracién de
0,09 mg/ml Las muestras fueron tratadas segin
indica la técnica analitica por un mismo analista, y
fueron inyectadas al sistema cromatografico por
duplicado y contrastado frente a un estandar.

e Precision intermedia

Se realizd la preparacion del estindar y seis
muestras a la concentracién de 0,09 mg/ml. Por dos
analistas diferentes y en diferentes sesiones,
siguiendo el procedimiento citado en el ensayo de
repetibilidad.

d. Selectividad

Se contrastaron los cromatogramas del estandar,
muestra, placebo y excipientes de la formulacién,
para establecer la selectividad del método.

e. Robustez

La evaluacion de este parametro se dio a partir del
estdndar y dos muestras a una concentracién de
0,09 mg/ml las cuales se inyectaron al
cromatografo, variando el flujo de 1,2 ml/min a 0,6
ml/min.

RESULTADOS

1400.0

y = 8465,849x + 43,923
R? = 0,997

3

g

5

AREA BAIO LA CURVA ..

<

§

000

00 —_

CONCENTRACION mg/mi

Figura 0. Recta de regresion lineal concentracion versus
érea bajo la curva de las soluciones estandar de
diclofenaco 4cido libre. Lima - 2012.

Tabla Ol. Porcentaje de recuperacion de diclofenaco
acido libre en funcion de la cantidad agregada. Lima -
2012.

Parcentaje de

Cantidad Porcentaje de
Muestra muestra L
%) agzegi;da recuperada recuperaciéon
mg
(*o) (%)
7,21 80,086 99,941
80% 7,22 80,248 100,019
7,21 80,052 99,940
9,06 101,612 100,906
100% 9,06 101,873 101,187
9,11 101,682 100,013
10,81 120,020 99,971
120% 10,83 120,319 100,015
10.82 120,185 99,978
Promedio 100,219
Desviacién Estandar 0,475
Coeficiente de Variacion 0,474
Numero de Datos (n) 9
Grados de Libertad 8
{ tablas 2,306
top 1,384

o ) CUMPLE
Criterio de aceptacion t op< tiabtas

0.000 0020 0.040 0.060 0080 0.100 0120 0140 0160




Tabla 02. Test estadistico de Cochran en funcion al Tabla 04. Recuperacion de diclofenaco acido libre en

porcentaje de muestra recuperada. Dolfenex® 9mg/5ml por dos analistas diferentes. Lima -
2012,
Promedio  Desviacién .
Muestra ad Varianza Peso : Peso :
recuperada (%) esténdar N muestra Recu];.ertacllén muestra Recupl.ertac;én
(%) analista1 ~ nalista analista2 2
8,008,589 ® (%) ® (%)
1 5,2357 100,224 5,2168 100,293
80% 8,024,844 80,129 0,105 0,011
8,005.200 2 5,2373 100,597 5,2370 100,196
10,161,233 3 5,2350 100,167 5,2399 100,474
100% 10,187,256 101,584 0,303 0,092 4 5,2385 100,671 5,2359 100,476
10,126,828 5 52389 100,879 52350 100,340
12,002,017
T 6 52377 100,619 5,2678 100,869
120% 12,031,861 120,175 0,150 0,022 -
Promedio 100,526 100,441
12,018,494 Desviacién
o e Extiniion 0275 0,236
0,
Nuimero de Grupoes (K) 3 Cv% 0274 0,235
Nimero de Determinaciones (n) 3 CV% precision intermedia 0,247
Gutia 0,798 Criterio de aceptacion CV <2% CUMPLE
Criterio de aceptacion Gexy<Gubs CUMPLE

Tabla 05. Porcentaje de recuperacién de diclofenaco
acido libre en Dolfenex® 9mg/5ml disminuyendo el flujo

Tabla 03. Porcentaje de recuperacion de diclofenaco 20,6 ml/min. Lima - 2012.

acido libre en Dolfenex® 9mg/5sml. Lima - 2012.

N° Peso T;ieet?:c? 6(11: Concentracién Recuperacion
Peso . Porcentaje de X /5ml
N°  muestra ?“o:éet'r';rgﬁz;;l‘:l’; Tecuperacién @® (min) (mg/Sm’ (%)
® (%) 11,783 9,046
1 5,543 100,541
1 5,2168 9,026 100,293 11,783 9,052
2 5,2370 9,018 100,196 11,786 9,000
2 52522 100,201
3 52399 9,043 100,474 1,789 9,036
Promedio 100,371
4 5,2359 9,043 100,476
Desviacién Estandar 0,240
5 52350 9,031 100,340 Coeficiente de Variacién(%) 0,239
6 5,2678 9,078 100,869 Criterio de aceptacion CV < 2% CUMPLE
Promedio 100,441
Desviacién Estandar 0,236
Coeficiente de Variacién (%) 0,235
Namero de analisis (n) 6
t tablas 2,57]
Limi,te de confianza inferior para la 98,957
media
Limite de confianza superior para la 101,925
media

Criterio de aceptacion CV <2% CUMPLE




Tabla 06. Selectividad del método segin tiempo de
retencion del diclofenaco acido libre en Dolfenex®
9mg/5ml. Lima - 2012.

Tiempo de
Ne Muestra retenci6n
(min)
1  Estandar 10,294
2 Muestra P-1105122 10,576
3 Placebo -
4  Goma xantan -
5 Avicel RC-591 -
6  Sodio fosfato dibasico -
7 Acido citrico anhidro -
8 Acesuifame potdsico -
9  Sorbitol 70% -
10 Esencia de tuttifruti -
11 Butilhidroxianisol (BHA) -
12 Propilenglicol R
13 Metilparabeno -
14 Propilparabeno -
15 Simeticona 30% emulsién -

Criterio de aceptacién: Ninguno de
los excipientes debe cluir en ¢l mismo CUMPLE
tiempo de retencién del estandar
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Dolfenex® 9mg/Sml.

DISCUSION

Se busca validar el método analitico para la
cuantificacién de diclofenaco acido libre, en una
suspension oral, para lo cual se desarrollé y evalud
los parametros establecidos en la categoria I de la
farmacopea de los Estados Unidos (USP 35 — NF
30)3 como: lincalidad, exactitud, precison,
selectividad y robustez siguiendo los lineamientos
establecidos por la Interational
ConferenceonHarmonization dCH} y
Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la
Industria (EFI).>

En la Figura 01, se observa la recta de regresion
lineal de las soluciones estandar de diclofenaco
acido libre, en donde se muestra la relacion entre la
concentracion y areas cromatograficas del estandar.
Para este parametro se trabajoé con cinco niveles de
concentracion a partir de una solucién madre,
comprendiendo las siguientes concentraciones de
trabajo: 50%; 75%; 100%; 125% y 150% (siendo el
100% igual a 0,09 mg/ml), las cuales al ser
evaluadas estadisticamente dan como resultado la
siguiente ecuacion: y=8465849 x + 43,923, con un
coeficiente de correlacion (r=0,999); siendo el valor
minimo permitido 0,995. Cuanto mas se aproxime
el valor de “r” a la unidad (r=1), indica que existe
correlacion entre las variables concentracién y area.
También se calculd el coeficiente de determinacién
(= 0,997), que indica correlacién entre variables

con un 99,70% de probabilidad, por lo tanto con los
valores hallados podemos seiialar que existe
relacion lineal entre variables concentracion y areas
bajo la curva. Nuestros resultados no difieren de
otros estudios realizados como el de Bellido,®
donde wvalida una técnica analitica para la
determinacion de ambroxol jarabe por HPLC, en el
cual indica que existe correlacién lineal entre sus
variables con un 99,98% de probabilidad, al igual
que en el trabajo realizado por Medina y Berrocal,
de validacion de método analitico de valoracién de
naproxeno sddico 550 mg tableta por HPLC, donde
seiiala que existe correlacion lineal en el rango de
50% -150% para un coeficiente de correlacion (r=
0,999) y wun coeficiente de determinacidon
(r2=0,999), planteandose como valor minimo
permisible 0,997; con lo cual queda demostrada la
existencia de correlacion lineal entre variables.

Pero el mejor indicador del modelo lineal no es “r”,
sino un test estadistico, en el cual se compara el
valor de t-tabulado (t..,) frente al valor de t,, para
n-2 grados de libertad y el valor de confianza
requerido, donde si el valor de teq,>tibn, Se afirma
que existe correlacion lineal significativa.® Por ello
se aplica un test de hipotesis para el coeficiente de
correlacion (r), donde la hipdtesis nula establece
que no hay correlacion entre “x“ e “y”, por lo cual
se debe cumplir que el valor de t., (80,041) debe
ser mayor al ty, (2,101) para 18 grados de libertad
y una probabilidad de cometer error de 95%



(0=0,05), con lo cual se corrobora la existencia de
correlacion lineal entre variables, con un 99,70% de
probabilidad. Asi mismo, se realizd la
determinacion de la varianza de la pendiente “b”,
donde debe cumplirse: tex>tipis; Obteniéndose tep
(80,041) >ty (2,101), con lo que se demuestra la
existencia de una relacion lineal significativa, por lo
tanto la pendiente es significativamente diferente de
cero, y los limites de confianza inferior y superior
son 8243629 y 8688,070 respectivamente los
cuales no incluyen al cero. En la evaluacion de la
linealidad a partir de los coeficientes de variacion
de los factores respuesta se obtuvo un coeficiente
de variacion (CV = 2,287%), lo cual expresa que
existe relacion entre la concentracion y areas bajo la
curva; ya que los valores superiores al 5%
indicarian una falta de linealidad. Finalmente se
aplica un test de proporcionalidad del intercepto
“a“, donde se debe cumplir: te,,>tiabn, Obteniéndose
teop  (4,299) >tay, (2,101), lo cual indica la
proporcionalidad entre  variables, quedando
estadisticamente demostrada 1la linealidad del
sistema.

Estos resultados son refrendados por Flores,® quien
realizé la linealidad tanto para el estandar como
para las muestras donde obtuvo t,,(137,703) >t
(2,093) para el estandar y te, (137,703) >tw,
(2,093) para la muestra con lo que demuestra que
existe correlacion lineal significativa entre “x” €
“y*“, asi mismo obtuvo un RSD de 1,59% para el
estandar y 1,40% para la muestra esto para los
factores respuesta siendo el wvalor maximo
permisible 5%, en la evaluacion de la varianza de la
pendiente “b* obtuvo tep (73,681) >t (2,093)
para el estandar y un tey, (63,291) >ty (2,093) para
Ia muestra, ademas los limites de confianza para la
pendiente “b“ son significativamente mayores que
cero, con lo cual confirma estadisticamente la
linealidad del sistema.

En la Tabla 01 se evidencia los resultados del
porcentaje de recuperacion en funcion de Ia
cantidad agregada de diclofenaco acido libre para la
determinacion de la exactitud del método,
obteniéndose un promedio de recuperacion de
100,219%, el cual se encuentra dentro de los limites
establecidos (98% - 102%) propuestos por la Food
and DrugAdministration (FDA)’ ademas se obtuvo
un coeficiente de variacion de 0,475% siendo el
valor maximo aceptado 2%. Pero para demostrar
que no existe diferencia entre la cantidad
recuperada y €l 100% se aplico el test estadistico t-
student, donde debe cumplirse: €l valor de texy<tiapi,
para n-1 grados de libertad y una probabilidad de
cometer error de 95% (o= 0,05), obteniéndose tey,
(1,384) <ti, (2,306) para 8 grados de libertad y
con (o= 0,05) probabilidad de cometer error, y un
nivel de significancia de 95%, con lo cual se
corrobora que €l método es exacto y que no existe

diferencia significativa entre el porcentaje de
recuperacion hallado y el 100%. Lo cual también
podemos evidenciar en el trabajo de Flores} en el
cual concluye que su técnica es e€xacta y que no
existe diferencia entre el valor medio hallado y el
valor agregado (100%), obteniendo una
recuperacion media de 99,85% vy tras la aplicacion
de un test de t - student obtuvo para teg (1,72) <t
(2,15), con un 95% de significancia y una
probabilidad de cometer error de (a=0,05) para n-1
grados de libertad.

Asi como también Prado,” validé un método para la
cuantificacion de dexametasona y ciprofloxacino en
una suspension oftdlmica por HPLC, en donde
determiné que €l porcentaje de recuperacion para
ciprofloxacino es de 100,53% y para la
dexametasona es 100,27%, los cuales se encuentran
dentro de los limites establecidos; ademas obtuvo
un te, (1,555) <tupn (2,776) para dexametasona y
un teq (1,773) <tupa (2,776) para el ciprofloxacino,
concluyendo que la cantidad agregada de analito y
la cantidad recuperada no son estadisticamente
diferentes; por la tanto la exactitud es correcta.

Pero como para la determinacion de la exactitud se
trabajo con tres niveles concentracion (80%; 100%
y 120%), en la tabla 02 se observa la aplicacion del
test de igualdad de varianzas (test estadistico de
Cochran), para determinar si el factor concentracion
tiene alguna influencia en los resultados, donde
debe cumplirse Geyp<Guapla» para “k“ grupos; “n”
numero de determinaciones por grupo y una
probabilidad de cometer error de 95% (a=0,05),
obteniéndose lo siguiente Gexp (0,734) <Gepia
(0,798), lo cual significa que las varianzas entre las
tres concentraciones son equivalentes, es decir el
factor concentracion no influye en los resultados.
Este resultado es refrendado por Velandia,'® en su
trabajo de validacion del método analitico para
cuantificacion de bacitracina, donde obtiene el
valor de G, = 0,682 para bacitracina zinc y Gexp =
0,790 para bacitracinametilendisalicilato, los cuales
son inferiores al Gy, = 0,871 (para tres grupos con
dos determinaciones y =0,05%), concluyendo que
no existe diferencia significativa entre las
varianzas, por lo tanto s¢ puede afirmar que nuestro
método es exacto en base a los resultados obtenidos
y corroborado frente a los investigadores
mencionados.

En las Tablas 03 y 04, se aprecian los resultados
para la determinacion de la precision del método.
En la Tabla 03, se evidencia que el método tiene
una buena repetibilidad, debido a que se obtuvo un
promedio de  recuperacion de  100,441%
(equivalente a 9,04mg/5ml), y un coeficiente de
variacion de 0,235%, siendo el valor maximo
aceptado 2%, adicionalmente se establecio limites
inferiores y superiores a partir de la recuperacion



promedio y el valor de tyy, (2,571), siendo los
limites 98,957% y 101,925% respectivamente. Por
lo tanto el método analitico es repetible.

En la Tabla 04, se observa los resultados de la
precision intermedia del método, donde se
evidencia que el método es preciso, debido a que se
obtuvieron los  siguientes  promedios de
recuperacion; 100,526% y 100,441% y un
coeficiente de variaciéon de 0,247%, siendo el valor
maximo aceptado 2%. Por lo tanto podemos afirmar
que el sistema es preciso por tener buena
repetibilidad y que la técnica es precisa por ser
reproducible frente al ensayo con dos analistas en
diferentes dias. Estos resultados son refrendados
por Morales,”! quien en su estudio determin6 la
precision del sistema obteniendo una desviacion
estandar relativa de 0,58%, siendo el valor maximo
3,9%, demostrando la repetibilidad de los
resultados; asi como también determiné la precision
del método, obteniendo una desviacion estandar
relativa de 0,88% siendo el valor maximo 5,5%
demostrando asi la reproducibilidad de los
resultados. Flores® en su trabajo de investigacion
Teportd una desviacion estandar relativa de 0,778%
para el ensayo de repetibilidad con un criterio de
aceptacion no mayor al 2%, y una desviacion
estindar  relativa de  0,622% para la
reproducibilidad con un criterio de aceptacion no
mayor al 4% demostrando asi que el método es
reproducible y repetible. Asi mismo Medina y
Berrocal,”? determinaron los valores de desviacion
estandar relativa de 0,17% para repetibilidad y
0,16% para la precision intermedia, demostrando
asi la precision del método analitico.

En la Tabla 05, podemos ver los resultados que se
presentan al variar el flujo al 50% (0,6 ml/min) del
valor de las condiciones cromatograficas normales
para determinar la robustez del método,
obteniéndose un coeficiente de variacién de
0,239%, siendo el valor maximo permitido 2%, con
lo cual se determind que nuestro método es robusto
frente a variaciones deliberadas como el flujo. Pero
también se observd que cuando el flujo se
disminuye a la mitad, el tiempo de retencion se
duplica, ya que al disminuir el flujo de la fase
movil, el analito es retenido con mayor facilidad
dentro de la columna, debido a que se disminuye el
paso de la fase movil por el sistema y por
consiguiente aumenta la interaccion entre el analito
y la capa de silice que recubre la columna,
aumentando asi ¢l tiempo de elucién del analito.”

Velastegui, en su investigacion donde valida el
método analitico para la valoracion de amoxicilina
en polvo para suspension oral, prueba la robustez
del método aumentando el flujo en un 10%
obteniendo una desviacion estandar relativa del
1,5%, estableciendo como valor maximo permitido

3,69%. La Asociacion Espafiola de Farmacéuticos
de la Industria (AEFI),’ menciona que la
International ConferenceonHarmonization (ICH) y
la Farmacopea de los Estados Unidos (USP)
definen la robustez junto con los parametros de
validacion de un método analitico, aunque este
pardmetro no es considerado todavia un requisito
necesario, sino que surgié con e} fin de resolver los
problemas que se plantean en la transferencia de
métodos analiticos entre laboratorios.

En la Tabla 06, se muestra los resultados de la
selectividad del método en el cual se compara los
tiempos de retencion para el estdndar, la muestra, el
placebo y los excipientes de la formulacion, donde
podemos evidenciar que el estandar tiene un tiempo
de elucion de 10,299 min y la muestra tiene un
tiempo de elucién de 10,576 min (figuras 02 y 04);
pero para el caso del placebo y los excipientes no
muestran sefiales en este tiempo de retencion,
cumpliendo el criterio de aceptacidn que menciona
que ninguno de los excipientes debe eluir en el
mismo tiempo de retencion del estandar. Pero si
observamos las figuras 03 y 04, de las corridas
cromatograficas del placebo y la muestra se
observan picos cromatograficos que tienen tiempos
de elucion en el rango de 1 - 4 minutos, las cuales
corresponden al acesulfame potdsico, esencia de
tuttifruti,  metilparabeno y  propilparabeno
respectivamente (figura 05). Por tanto, podemos
afimar que el método es especifico porque
identifica los picos del estindar y el activo en
tiempos de retencion similares y es selectivo porque
ninguno de los excipientes interfiere con el pico del
activo. Este resultado puede ser refrendado por
estudios como el de Medina y Berrocal,’” donde se
determina que el método estudiado es selectivo
porque permite obtener picos cromatograficos de
naproxeno sodico con tiempos de retencion
similares entre el estandar y la muestra, ademas el
analisis cromatografico del placebo demuestra que
ninguno de los excipientes interfiere con el pico del
principio activo.

Morales," en su trabajo de investigacién determiné
que el método analitico estudiado es selectivo,
porque los excipientes de la formulacion no
interfieren en la determinacion del principio activo,
asi mismo muestra tiempos de retenciones similares
para el estandar y la muestra (6,3 min).

Basandonos en los analisis estadisticos realizados a
los diferentes parametros podemos afirmar que el
método analitico cumple con los parametros de
validacion establecidos por la farmacopea vigente
(USP 35 — NF 30), por ser un método lineal, exacto,
preciso, selectivo y robusto, con lo cual
establecemos evidencia documentada que permiten
asegurar que el método analitico es confiable y se
encuentra validado.
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