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RESUMEN

A través de la validacion se obtienen pruebas documentadas que demuestran que
un método es confiable y reproducible. En el presente estudio, el objetivo fue
validar un método analitico utilizando cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) para cuantificar levotiroxina sédica en tabletas. La investigacion se llevé a
cabo en el laboratorio farmacéutico Medifarma SA, ubicado en la ciudad de Lima.
Se realizé una evaluacién descriptiva simple. Las condiciones cromatograficas del
método evaluado fueron, la columna cromatografica de relleno L1 (Hypersil DBS
C18), 250 mm x 4,6 mm x 5 um; la velocidad de flujo socratico de 1,0 mL/min; la
temperatura del horno de columna a 25 °C y el volumen de inyeccién de 20 L. El
andlisis y evaluaciébn de algunos pardmetros de validacion garantiza la
especificidad adecuada del método, con purezas de pico superiores a 999,5.
Ademas, se obtuvo una linealidad con un coeficiente de determinaciéon (r?) de
0,9997 y 0,9996 para la linealidad del sistema y del método, respectivamente. El
método analitico demostr6 exactitud en el rango de trabajo del 70 % al 130 %, con
una recuperacion del analito (levotiroxina sédica) del 99,58 %. Con una
repetibilidad de 0,22 % y precision intermedia de 0,00 %. El conjunto de resultados
alcanzados nos permite decir que el método analito validado para la cuantificacién
de levotiroxina sédica en tabletas es confiable. En conclusion, se valido el método
analitico utilizando cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para
cuantificar levotiroxina sédica en tabletas, el cual cumple los pardmetros de
especificidad, linealidad, intervalo, exactitud y precision.

Palabras clave: Levotiroxina sédica, validacion, método analitico.
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I.  INTRODUCCION

La industria farmacéutica, como parte del cumplimiento de las normativas
Internacionales BPL y BPM, recurre a la validacién de métodos analiticos, con el
cual se busca demostrar que los métodos analiticos son adecuados para su
propésito. Para ello se realizan una serie de pruebas denominadas parametros de
validacién, a los cuales se someteran los métodos analiticos a validar.!

Un método analitico validado, es usado como alternativa a las monografias
farmacopeicas. Los organismos regulatorios como The United States
Pharmacopeia (USP), Food and Drug Administration (FDA) y International
Conference on Harmonisation (ICH), exigen la realizacion de estudios de
validacion, para el cumplimiento, como requisito imprescindible de la Buenas
Practicas de Laboratorio (BPL).2

En la industria farmacéutica se busca que los métodos analiticos sean lo mas
confiable posible, para lo cual se utilizan técnicas como la cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC), que se caracteriza por la eficiencia en la separacion
y cuantificacién de analitos por medio de la deteccion e identificacion de picos
cromatogréficos. La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) ofrece
numerosas ventajas en comparacion con los métodos analiticos tradicionales.
Esta técnica permite realizar andlisis con tiempos rapidos, logrando la separacion
y diferenciacion de componentes de una muestra en combinaciones complejas
con alta resolucion. Ademas, el HPLC facilita la ejecucion de andlisis con exactitud
y facilidad. Una de las ventajas més destacadas de esta tecnologia es su sistema
automatizado. Mediante el uso de un sistema HPLC automatizado, se puede
inyectar la muestra, llevar a cabo la separacion cromatografica, identificar y
cuantificar cada sustancia encontrada en la muestra, y finalmente repetir el ciclo

con otra muestra.®



La glandula tiroidea produce dos hormonas relacionadas, la tiroxina (T4) y la
triyodotironina (T3), estas hormonas desempefan funciones muy importantes
desde el desarrollo fetal, hasta la conservacién del homeostasis termogénica y
metabdlica en el adulto.* El uso de hormonas sintéticas como la Levotiroxina
sbdica vienen siendo utilizadas para el tratamiento de diversas enfermedades
relacionadas con la deficiencia de las hormonas tiroideas.

La importancia de un método analitico confiable para la industria farmacéutica,
permite que los medicamentos evaluados en las diferentes areas de control, sean
seguros Yy eficaces para el propoésito por el cual fueron indicados.®

El método analitico validado permitira el control cuantitativo rapido, seguro y eficaz
de los productos farmacéuticos que contengan Levotiroxina sédica tabletas.
Contribuyendo al crecimiento tecnolégico y cientifico de los sectores donde se
requieran.

Los objetivos planteados fueron los siguientes:

Objetivos generales

Validar un método analitico por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
para la cuantificacibn de Levotiroxina sodica en tabletas y documentar los

resultados obtenidos.
Objetivos especificos

e Determinar la especificidad del método analitico.

e Determinar la linealidad del sistema, linealidad del método y el intervalo
del método analitico.

o Determinar la exactitud, repetibilidad y precision intermedia del método
analitico.



Il.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Arévalo®, realizd un trabajo de investigacion donde desarrollé y validé un método
analitico para determinar acidos grasos como el oleico, palmitico y estearico por
HPLC en diferentes aceites vegetales”, este trabajo fue presentado en Ecuador,
en el aflo 2021. El objetivo fue determinar los pardmetros de validacion
establecidos por la ICH. Se establecieron las condiciones experimentales para la
cromatografia utilizando estandares de los acidos grasos mencionados. El sistema
cromatografico fue desarrollado y adecuado para el buen rendimiento analitico.
Posteriormente, se procedi6 al procesamiento de adecuacion de la muestra, que
consistié en la hidrélisis de la misma. Los acidos grasos libres resultantes se
reconstituyeron utilizando hexano, el cual fue posteriormente evaporado y
nuevamente reconstituido con metanol para su andlisis mediante HPLC. En la
validacién, se logré una recuperacién de analito de 100,3 % en promedio. La
linealidad del método presentd un coeficiente de determinaciéon (r?) superior a
0,98. Ademas, se determin6 que la incertidumbre fue del 4,76 % para el acido
oleico, 8,08 % para el acido palmitico y 1,62 % para el &cido esteérico. Cada 4cido
graso fue validado de forma independiente y los tres cumplieron con todos los
parametros establecidos en el protocolo de validacion.

Mustafa et al.®, Publicaron un trabajo de investigacion titulado “Determinacion
simultanea de amoxicilina, lansoprazol y levofloxacina en productos farmacéuticos
mediante HPLC con detector UV-Vis”, en el pais de China, en el afio 2020. La
investigacion se enmarco en la determinacion de los parametros de validacion
establecidos por la ICH. En la investigacién realizada se utiliz6 como técnica la
cromatografia liquida de alto rendimiento, asi como un detector UV-Vis con arreglo
de diodos, se realizaron algunos ensayos que forman parte de los parametros de

validacion. Se obtuvieron excelentes correlaciones de calibracion (r% 0,9942,



0,9997 y 0,9974) para amoxicilina, lansoprazol y levofloxacina respectivamente.
Los porcentajes de recuperacion de amoxicilina, lansoprazol y levofloxacina en
productos farmacéuticos comerciales se obtuvieron como 105,5%, 98,57% y
102,5%, respectivamente. El método de cuantificacion fue validado exitosamente,
cumpliendo con los parametros establecidos en el protocolo de validacion.
Logoyda et al.’, realizaron un trabajo de cientifico de investigacién, donde se
desarrollé y validé por método HPLC, la determinacién simultanea de maleato de
enalapril en presencia de sus impurezas con aplicacion al analisis de tabletas, en
el pais de Ucrania, en el afio 2018. El sistema cromatogréafico con flujo isocratico
fue desarrollado y adecuado para el buen rendimiento analitico. El método
propuesto se validdé de acuerdo con las directrices de la ICH con un tiempo de
ejecucion total inferior a 9 minutos. El coeficiente de correlacion (r?) fue de 0,99981
gue indica que el método fue lineal a la concentracion frente a las respuestas del
area del pico cromatografico. En conclusiéon, el método analitico fue validado
exitosamente, cumpliendo con las directrices de la ICH, el método desarrollado y
validado fue utilizado para la determinacion del maleato de enalapril en presencia
de sus impurezas en forma de tableta.

Choque?, publicé un trabajo en el que desarrollé y validé un método analitico que
indica la estabilidad del acido acetil salicilico en tabletas por método de
cromatografia HPLC, Bolivia afio 2017. El método analitico que indica la
estabilidad del analito, las condiciones cromatograficas se establecieron para una
fase reversa isocratica, con presencia de solvente organico y solucion tampén
para la fase mévil. El resultado mostré una resolucién entre picos de 7,41 entre
picos cercanos y un coeficiente de variacion entre inyecciones de + 0,96%. Se
sometid a diferentes tipos de degradacion forzada como la termdlisis en estufa,
oxidacion, fotdlisis en camara acondicionada e hidrélisis acida y alcalina. Se
determind que las soluciones fueron mas estables frente a la fotdlisis y la hidrolisis
acida. Ademas, se evaluo la robustez de la muestra para su analisis en diferentes
intervalos de tiempo, y se encontré que la muestra se mantuvo estable hasta los
120 minutos. El método fue validado utilizando pardmetros de validacion
establecidos en las directrices de la ICH y farmacopeas de referencia.

Jitendra et al.?, trabajaron en la investigacion titulada “Desarrollo y validacién de
un nuevo método RP-HPLC de dapagliflozina en Forma de dosificacion a granel y
en tabletas”, India afio 2017. Para lo cual se utilizaron los criterios de validacion

establecido por la ICH, la técnica elegida fue RP-HPLC. El sistema cromatografico



fue de fase reversa isocratico, para la deteccion se utilizé un detector DAD. Se
encontré que el tiempo de retencién de dapagliflozina era de 3,461 minutos. La
validacién del método desarrollado se realizé segun la USP y Directrices de la
ICH. La validacion del método revel6 que el método es rapido, exacto, preciso,
confiable y reproducible. Los graficos de calibracién lineal fueron obtenidos en el
rango de concentracién de 10-60 ug/mL para Dapagliflozin. El limite de deteccion
fue de 0,02 pg/mL y el limite de cuantificacion fue de 0,06 pg/mL para
Dapagliflozin. La alta recuperacion y los bajos coeficientes de variacion confirman
la eficacia del proceso en la forma farmacéutica. Los parametros de validacion
fueron realizados exitosamente indicando que el método es valido y puede ser
utilizado con éxito para el andlisis cuantitativo de tabletas disponibles
comercialmente.

Hurtado', llevo a cabo un estudio de investigacion titulado "Desarrollo y validacion
de una metodologia analitica para la determinaciéon de diez residuos de
antibidticos veterinarios en Oncorhynchus mykiss" en el afo 2021, en la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. En esta investigacién, se vio por
conveniente el uso de la cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a un
detector de ICP-masas de ftriple cuadrupolo. El objetivo fue validar el método
analitico de acuerdo a los criterios de aceptabilidad descritos en la guia de
validacion de métodos quimicos del Programa de Alimentos y Medicina Veterinaria
de la Administracién de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA). Los
parametros evaluados incluyeron la selectividad, linealidad (con valores de r =
0,997 y r220,994), sensibilidad, el limite de deteccién (con valores < 1,994 ug/Kg),
limite de cuantificacion (con valores < 6,647 ug/Kg), la recuperacion (entre 90% y
118%), precision (menor al 6%), precision intermedia (menor al 9%) y el rango
minimo de trabajo (desde 5,6 pg/Kg hasta 14,4 ug/Kg). El resultado de la
validacion del método fue exitoso, lo que indica que se cumplié con los criterios
establecidos en la guia de validacién del Programa de Alimentos y Medicina
Veterinaria de la FDA.

Bocanegra®!, publicé el trabajo de investigacion cientifica sobre la validacion de
un método por cromatografia liquida de alta resoluciébn con el objetivo de
determinar cinco vitaminas hidrosolubles en solucién endovenosa inyectable, en
la Universidad Nacional de Trujillo afio 2021. El objetivo de la investigacion fue
evaluar diferentes parametros de validacion para la cuantificacion de cinco

vitaminas hidrosolubles, las vitaminas analizadas fueron: riboflavina 5-fosfato



sbdica, acido ascorbico, pantenol, piridoxina clorhidrato y nicotinamida. Para
lograrlo, se implementd un sistema de cromatografia liquida en gradiente que
utilizé metanol como fase mévil y una solucion buffer de hexanosulfonato sodico
a pH 2,7, se empled una columna L1. La deteccion se realizé mediante un arreglo
de diodos. Ademas, se utilizaron solventes orgénicos y soluciones tampdn como
fase movil y diluyente. Los resultados obtenidos fueron favorables en términos de
precision instrumental, ya que tanto el &rea como el tiempo de retencién
presentaron una R.S.D. (Desviacion Estdndar Relativa) menor o igual al 2,0%. La
metodologia analitica demostrd ser especifica, con purezas de pico de no menos
de 0,99, la degradacion oxidativa del &cido ascorbico mostré una pureza de pico
de entre 0,75 a 0,79. Se demostré linealidad y exactitud, recuperando entre el 98,0
% y el 102,0 % de las concentraciones propuestas. Ademas, la precision
intramétodo e intralaboratorio también obtuvo valores de R.S.D. inferiores al 2,0%.
En conclusion, los pardmetros de validacion establecidos, cumplieron con las
especificaciones dadas para los analitos sometidos a prueba: riboflavina 5-fosfato
sédica, &cido ascorbico, pantenol, piridoxina clorhidrato y nicotinamida. Por lo
tanto, se determin6 que la metodologia analitica es adecuada para su uso bajo las
condiciones propuestas.

Bardales et al.*?, llevaron a cabo una investigacion titulada "Validacion de una
metodologia por cromatografia liquida de alta resolucion para la valoracion de
cloruro de benzalconio en Gentamicina 0,3% solucion oftalmica" en la Universidad
Nacional de Trujillo en el afio 2021. El propdsito principal de esta investigacion fue
evaluar diversos parametros de validacion para asegurar la fiabilidad del método
analitico utilizado. Para lograr esto, se empleé un método de cromatografia liquida
de alta resolucion. Los parametros evaluados incluyeron la especificidad,
linealidad, exactitud, precision, robustez y rango. Los resultados obtenidos
mostraron que la metodologia fue exitosa en cada uno de estos aspectos: El
método fue especifico, ya que no hubo interferencias significativas por parte de
excipientes o productos de degradacién que pudieran afectar el analisis del cloruro
de benzalconio, el analito de interés. Se demostré que la relacion entre la
concentracién del analito y la respuesta del detector fue lineal, r = 0,9998 como
valor de coeficiente de correlacion. Los valores de desviacion estandar relativa
(DRS) se mantuvieron por debajo del 2 %, cumpliendo con los criterios de
precision establecidos. Se obtuvo una recuperacién promedio del 99,88 %, lo que

indica que los resultados obtenidos se acercaron al valor verdadero o teorico. El



método fue considerado robusto, ya que cumplié con los criterios de aceptacion
establecidos para el coeficiente de variacion, presentando una variacién dentro
del 2 % aceptable y dentro del intervalo establecido. En conclusion, la metodologia
analitica demostré cumplir con los parametros de especificidad, linealidad,
exactitud, precisidon y robustez para la cuantificacion de cloruro de benzalconio en
el colirio de Gentamicina al 0,3 %. Esto asegura la confiabilidad y aplicabilidad del
método analitico en la determinacion de la cantidad de cloruro de benzalconio en
dicha solucién.

Fabian®®, publicé el trabajo de investigacion titulado “Validacion del método
analitico por cromatografia liquida de alta resolucién para la cuantificacién de
triprolidina clorhidrato y dextrometorfano bromhidrato en jarabe”, en la Universidad
Nacional de Trujillo afio 2021. En la investigacion se realizo la evaluacion de la
precision, exactitud, especificidad y linealidad. El método utilizado para el estudio
fue la cromatografia liquida de alta resolucion. La investigacion demostré que la
metodologia analitica es altamente selectiva, ya que no se observo interferencia
de excipientes o productos degradados en el analisis del principio activo. Ademas,
se evidencié que el método es lineal, ya que los coeficientes de correlacion
obtenidos fueron 0,99999 para triprolidina clorhidrato y 0,99998 para
dextrometorfano bromhidrato, lo cual indica la buena vinculacidon entre la
concentracion del analito en muestra y la respuesta del detector. La precision del
sistema e intermedia, expresada como desviacion estandar relativa (DSR), arrojo
valores inferiores al 2 %. Esto indica una alta precisién en las mediciones, tanto
dentro del mismo sistema como entre diferentes analisis. Por otro lado, la exactitud
del método se determiné mediante la recuperacion, la cual fue del 100,18 % para
triprolidina clorhidrato y 100,38 % para dextrometorfano bromhidrato. En
conclusion, el método analitico validado en esta investigacion es confiable,
consistente y adecuado para su uso en los analisis de rutina previstos. Se
garantiza la precision y fiabilidad de los resultados en la cuantificacion de
triprolidina clorhidrato y dextrometorfano bromhidrato.

Choque'?, realiz6é un trabajo de investigacion, donde validé una técnica analitica
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para la cuantificacion de
clorhidrato de clorhexidina + benzocaina + enoxolona en comprimidos orales. Los
trabajos fueron realizados en la Universidad Catélica de Santa Maria en el afio
2017. La investigacion se enmarco en la evaluacion de la performance de los

procedimientos analiticos para determinar la aptitud del sistema, la exactitud, la



especificidad, la exactitud y la precision del método. También se llevo a cabo una
prueba de estabilidad para demostrar la robustez de la muestra. El analisis
cromatografico se realiz6 mediante la adicién del solvente de manera isocrética.
El tiempo de retencibn aproximada para la benzocaina, clorhexidina HCI y
enoxolona fue de 2,52 minutos, 3,88 minutos y 9,87 minutos, respectivamente, por
esta razon se establecié un tiempo de corrida adecuada, no menor de 15 minutos.
Se obtuvieron los siguientes resultados: No se observan interferencias en la
especificidad, la interferencia de placebo es de 0,0 % para cada uno de los
analitos. El coeficiente de correlacion obtenido fue de 0,99937 para benzocaina,
0,99935 clorhexidina HCl y 0,99904 para enoxolona, en la evaluacion de la
linealidad. Para evaluacion de la repetibilidad, se encontr6é un C.V. de 0,40 % para
benzocaina, 1,25 % para clorhexidina HCl y 0,85 % para enoxolona. El porcentaje
de recuperacion obtenido fue de 99,41 % para benzocaina, 100,42 % para
clorhexidina HCl y 99,30 % para enoxolona. Para demostrar la robustez, se realizd
la prueba de estabilidad, obteniendo una diferencia de 0,33 para Clorhexidina HCI,
1,49 para benzocaina y 1,68 para enoxolona; los tiempos de andlisis fueron de O,
12 y 24 horas. En conclusién, se demostr6 que el método es fiable,
proporcionando evidencia documentada de su validez y utilidad mediante la

evolucion de los parametros de validacion.
2.2. Marco conceptual

2.2.1. Validacion

Es un proceso donde se realizan investigaciones en el laboratorio, que buscan
garantizar y comprobar que un método analitico especifico producira resultados
consistentes y fiables, apropiados para el propésito deseado. Para lo cual se
evallan diferentes parametros de validacion, la preferencia de los parametros a

evaluar dependera de la categoria en la cual se ubique segln la USP — ICH.1> 16

2.2.2. Pardmetros de validacion

A. Especificidad

Se refiere a la condicién de poder distinguir de manera clara y precisa el
compuesto analizado en medio de otras sustancias de la muestra que se podrian
anticipar como presentes. Habitualmente, estos otros componentes podrian
comprender impurezas, productos de degradacion, matriz, entre otros.*®

Estos son los efectos de esta definicion:

a. Identificacidn: para garantizar la identidad de un analito.



b. Ensayo (contenido o potencia): para proporcionar un resultado exacto que
permita una declaracion precisa sobre el contenido o la potencia del analito
en una muestra.

B. Exactitud

La exactitud de un método analitico se refleja en qué tan cerca estan los resultados
de la prueba obtenidos a través del método analitico empleado respecto al valor
real. Es esencial determinar la exactitud de un procedimiento analitico en todo el
rango de alcance.®

En la evaluacion del analito en un producto formulado, se puede determinar la
exactitud aplicando el procedimiento analitico a mezclas sintéticas de los
componentes presentes en el producto farmacéutico, a las cuales se les agregan
cantidades conocidas del analito dentro del rango del procedimiento. Los célculos
de la exactitud se realizan mediante la obtencién del porcentaje de recuperacion
de la cantidad estimada en comparacion con la cantidad conocida del analito
agregado a la muestra, o también como la diferencia entre la media de la
estimacién y el valor verdadero aceptado, teniendo en cuenta los intervalos de
confianza.'®

De acuerdo con las recomendaciones de ICH, se sugiere realizar la evaluacién de
la exactitud con nueve determinaciones realizadas en al menos tres niveles de
concentracién diferentes, abarcando el rango especificado. Esto significa que se
deben realizar tres mediciones repetidas en cada uno de los tres niveles de
concentracién para un total de nueve determinaciones. Esta aproximacién
garantiza una evaluacién rigurosa y confiable de la exactitud del procedimiento
analitico.®

C. Precision

Se manifiesta como la cercania en términos de acuerdo (nivel de dispersion) entre
una secuencia de mediciones derivadas de multiples muestras de una misma
muestra uniforme en las condiciones especificadas. Los niveles de evaluacion a
considerar se son: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.*®

La evaluacion de este parametro requiere el uso de muestras genuinas y
homogéneas. En situaciones donde obtener una muestra homogénea resulta
inviable, es factible llevar a cabo investigaciones empleando muestras
artificialmente preparadas o soluciones de muestra. Dicha evaluacion se suele
realizar mediante la medicion de varianza, la desviacion estandar o el C.V a partir

de una sucesién de mediciones repetidas.*®



a. Repetibilidad: La repetibilidad expresa la precision del método en las
mismas condiciones de trabajo durante el tiempo de corrida. La
repetibilidad también se denomina precisién intraensayo.

b. Precision intermedia: La precision intermedia expresa la variaciéon de
resultados dentro del mismo laboratorio: en diferentes dias, con diferentes
analistas, y en diferentes equipos.

D. Linealidad

El objetivo de esta evaluacion es determinar la capacidad del método analitico,

dentro de un rango determinado, para obtener resultados de prueba que son

directamente proporcionales a la concentracion o cantidad del analito presente en
la muestra. Esto nos podra garantizar una medicion precisa y confiable en
diferentes niveles de concentracién.®

E. Rango

Es el intervalo de las concentraciones de la muestra para el que se ha demostrado

gue el procedimiento analitico tiene un nivel adecuado de precision, exactitud y

linealidad.*®

Algunos libros oficiales lo denominan como intervalo.

F. Robustez

Se refiere a la evaluaciéon de cémo un método analitico puede resistir cambios

intencionados y pequefios en los parametros del procedimiento de andlisis, lo que

a su vez sefiala cuan fiable es en condiciones de uso habitual en el laboratorio.

Esta evaluaciéon puede llevarse a cabo durante la fase de desarrollo del método

analitico.®®
2.2.3. Tipos de procedimientos analiticos a validar
La evaluacion sobre la validacién de procedimientos analiticos se centra en los

cuatro tipos de pruebas:

. Pruebas para la identificacion de analitos. *°

. Pruebas para la cuantificacién del contenido de impurezas. *°
. Pruebas para la determinacién del limite de impurezas. *®

. Pruebas de desempefio como la disolucién.*®
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Tabla 1. Parametros de validacion segun el Consejo Internacional para la Armonizacién
de Requisitos Técnicos para Productos Farmacéuticos de Uso Humano (ICH).

Identificacion

Procedimiento analitico. Pruebas de impurezas -Valoracion
de analitos
-Disolucion

Caracteristicas Cuantificacion  Limite -Contenido
Exactitud - + - +
Precision

Repetibilidad - + - +

Precision intermedia - + (1) - + 1)
Especificidad (2) + + + +
Limite de deteccion - - 3) + -
Limite de cuantificacion - + - -
Linealidad - + - +
Intervalo - + - +

- No es necesaria su evaluacion.

+ Se requiere de su avaluacion.

D Si se ha evaluado la reproducibilidad, no sera necesario evaluar la
precision.

(2) La carencia de especificidad en un método analitico podria ser
contrarrestada mediante el respaldo de otros enfoques analiticos.

3) Evaluar la necesidad de su evaluacién

La farmacopea de los Estados Unidos de América (USP), también establece los
pardmetros que se deben determinar para la validacion de un método analitico,

segun la categoria en la que las agrupa. Estas son:

Categoria |: Métodos de andlisis utilizados para cuantificar los componentes
fundamentales de medicamentos en estado sin procesar o los ingredientes activos
(junto con los agentes conservantes) en productos farmacéuticos terminados.
Categoria Il: Métodos de andlisis destinados a identificar impurezas en
medicamentos en estado granel o productos de degradacion en medicamentos
terminados. Estos procesos incluyen tanto andlisis cuantitativos como pruebas de
limite.

Categoria lll: Se lleva a cabo la valoracién de las propiedades de desempefio
(como la solubilidad y la liberacion de farmacos, entre otras).

Categoria IV: Se utilizan para validar las técnicas espectroscopicas cualitativas

de identificacion. Sin embargo, cada una de las diferentes técnicas se puede
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utilizar para una variedad de propésitos diferentes, y el uso especifico de una
técnica en particular.®

Tabla 2. Informacion necesaria para la validacién segln la farmacopea de los Estados
Unidos de América.

Caracteristicas de Categoria | Categoria ll Categoria  Categoria

desempefio analitico __ n v
Analisis Pruebas

cuantitativo  de limite

Exactitud Si Si a a No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si a Si
Limite de deteccion No No Si a No
Limite de No Si No a No
cuantificacion
Linealidad Si Si No a No
Intervalo Si Si a a No
a Pueden ser necesarios dependiendo de la naturaleza particular de la prueba en
cuestion.

2.2.4. Cromatografia liquida de alto rendimiento

Gracias a la capacidad para separar elementos de diferente naturaleza presentes
en una mezcla, la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) se presenta
como una técnica de cromatografia muy utilizada. Se utiliza en una variedad de
aplicaciones industriales, incluidas las farmacéuticas, bioquimicas, alimenticias,
productos quimicos, medicina clinica y quimica forense.

Este método utiliza la fase mévil y la fase estacionaria. La muestra se transporta
a través de la fase estacionaria por medio de la fase movil la cual es liquida. La
retencion y el proceso de separacion de cada uno de los elementos de la mezcla
son influenciados por las diferentes fuerzas quimicas y fisicas que interactian
entre la mezcla analizada y las dos fases. Los elementos que presentan una mayor
relacion de afinidad hacia la fase estacionaria se moveran con una velocidad
menor en comparacién con los componentes que tienen una afinidad menor.*’
Equipo

El equipo cromatografico HPLC, por lo general trabaja con cinco instrumentos
principales: los frascos que contienen la fase movil, la bomba, el inyector, el horno
de columna, el detector y el sistema de toma y procesamiento de datos.’

a. Reservorio de fase movil

Es el recipiente que contiene la fase mévil. Por lo general, se coloca en una

posicion elevada con respecto al nivel de la bomba para permitir que la gravedad
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dirija el solvente hacia ella, asegurando asi que las conexiones se mantengan
llenas.

Se puede emplear cualquier recipiente de laboratorio de alta calidad, fabricado en
vidrio o polimeros resistentes, junto con una tapa adecuada para prevenir la
entrada de particulas del entorno al sistema, como reservorio de la fase movil.
Incluso se puede utilizar los mismos envases donde se comercializan los
solventes y de esa manera evitar la contaminacion cruzada.

Al extremo del tubo de salida de solvente se conecta un filtro con 2 a 10 pm de
porosidad que impide el ingreso de particulas a la bomba.*8

b. Bomba

La fase movil es impulsada por bombas hacia el inyector y luego hacia la columna
desde el reservorio de solvente. Su caudal de trabajo puede variar segun sea
necesario. Las bombas de pistén, también conocidas como bombas reciprocantes,
y las de desplazamiento continuo, también conocidas como bombas de jeringa,
son dos tipos de bombas. Las mencionadas en primer lugar son las mas comunes
porgue son adaptables y faciles de usar en el laboratorio.*®

C. Inyector

La pieza del equipo que permite inyectar la muestra en la solucién sin interrumpir
el flujo de solvente a través del sistema se conoce como inyector. El inyector tiene

varias caracteristicas, como:

o Debe ser mostrar facilidad para su manipulacion

o Debe mostrar inercia frente al ataque y desgaste quimico.

o Debe tener la capacidad de soportar presiones elevadas.

o Debe mostrar precision en la cantidad de muestra que va introducir en el
sistema.'®

d. Horno de columna

El horno se encarga de regular y mantener la temperatura dentro de la columna,
ya que esta influye directamente en la retencién y selectividad de la misma.'’

e. Detector

Este elemento del equipo posibilita la "observacién" de cada componente de una
muestra al salir de la columna cromatogréfica.

Este elemento debe de cumplir con ciertos requisitos, como:

o Contar con una respuesta que abarque un amplio rango dinamico.
o Exhibir una respuesta en forma lineal.
o No causar el ensanchamiento de la banda fuera de la columna.
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o Debe dar una respuesta a todos los solutos.

o Debe poseer una sensibilidad apropiada.
o Permanecer inalterado ante variaciones de temperatura.
o Mostrar una relacion sefial/ruido satisfactorio.

los detectores utilizados en cromatografia HPLC pueden ser generales o
selectivos. Los detectores generales evallan el cambio en alguna propiedad fisica
de la fase movil que contiene el analito en comparacion con la fase mévil pura.
Ejemplos de detectores generales son el detector de indice de refraccion y el
detector de conductividad. Por otro lado, los detectores selectivos son sensibles a
las caracteristicas del soluto, como el detector ultravioleta, que emite una sefial
proporcional a la absorbancia del soluto a una longitud de onda especifica.®
Algunos ejemplos de detectores son:

o Detector de indice de refraccion

o Detector UV

o Detector de fluorescencia

. Detector electroquimico.

f. Sistema de tomay procesamiento de datos

Se producen dos resultados a partir del ensayo cromatografico.
Por una parte, se logran divisiones individuales de los constituyentes de la
muestra, mientras que, por otra parte, se genera un grafico cromatografico que
puede analizarse para derivar conclusiones tanto cualitativas como cuantitativas.
Un sistema de toma de muestra y procesamiento de datos se utiliza para obtener
este registro y posterior manipulacién de la sefial del detector.*®

Forman parte de este sistema:

o Registrador grafico

o Integrador

o Computadora

2.2.5. Levotiroxina sodica

Caracteristicas Fisicoquimicas

El principio activo farmaceéutico se presenta como un polvo que tiende a absorber
humedad, con un tono amarillo claro a beige, carece de olor y sabor. Es estable
en ambientes secos, aunque puede adquirir un matiz ligeramente rosado al estar
expuesto a la luz. Se disuelve en soluciones de hidréxidos alcalinos y en

soluciones calientes de carbonatos alcalinos. Muestra una baja solubilidad en
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alcohol, una solubilidad muy limitada en agua, y no es soluble en acetona,

cloroformo ni éter.6

HO I
ONa

NH
| o) 2

3,3',5,5'- tetrayodotironina
Figura 1: Estructura quimica de levotiroxina sddica.
Farmacologia
La Levotiroxina es una sal sédica del isomero L de tiroxina (tetrayodotironina, T4).
Esta molécula es usada para reemplazar una hormona producida normalmente
por la glandula tiroides para regular la energia y el metabolismo del cuerpo.®
a. Farmacodinamia
La Levotiroxina entra a las células por transporte activo, dentro de la célula la T4
se convierte en T3, ésta Ultima ingresa al nucleo donde se une a una proteina
especifica del receptor tiroideo T3, lo cual conduce a una mayor formacién de RNA
y la posterior sintesis de proteinas.?
b. Farmacocinética
La absorcién ocurre casi exclusivamente en el duodeno, pudiendo alcanzar hasta
un 80 %. Si se toma con alimentos, la absorcion puede disminuir. A las dos o tres
horas después de la digestion alcanza su punto maximo en el plasma. La accién
comienza a los 3-5 dias después de haber sido ingerido por via oral.
El volumen de distribucién oscila entre diez y doce litros. La afinidad de la
levotiroxina por proteinas transportadoras especificas es excepcionalmente
elevada, cercana al 99,97%. Dado que la unién entre proteina y hormona no es
de tipo covalente, la fraccion de hormona unida en el plasma experimenta un
constante y rdpido intercambio con la fraccion libre de la hormona.
El proceso metabdlico de la levotiroxina es de aproximadamente 1,2 litros de
plasma por dia. Se descompone principalmente en el higado, el rifion, el cerebro

y el musculo. Los metabolitos se eliminan a través de la orina y las heces. La vida
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atil promedio de la levotiroxina es de siete dias, con una disminucion en el
hipertiroidismo (3 a 4 dias) y un aumento en el hipotiroidismo (9 a 10 dias).?
2.2.6. Medicamento

a. Ingrediente farmacéutico activo:

También llamado principio activo, es aquella sustancia quimica que presenta
actividad terapéutica.?

b. Excipientes:

Son aquellos componentes del medicamento que no presentan actividad
terapéutica. Los excipientes desempefian una funcién determinante en la
elaboracién, conservacion, estabilidad y liberacién de los principios activos.?

En el analisis de medicamentos, el conjunto de excipientes es llamado placebo o

matriz del producto farmacéutico.
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.  MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
La investigacion tuvo lugar en las instalaciones del laboratorio Farmacéutico

Medifarma S.A., situado en el distrito de Ate en el departamento de Lima.
3.2. Poblacion y muestra

Poblacién: Grupo de lote piloto de 20 000 tabletas, producido en las instalaciones

del laboratorio farmacéutico Medifarma S.A., &rea de Investigacion y Desarrollo.
Muestra: 500 tabletas muestreadas de manera aleatoria simple.
Estandar de referencia:

Levotiroxina sédica

Tipo de estandar : secundario

Lote : MP00019201
Potencia :89,6 % T/C
Fecha de expira : Septiembre 2023

3.3. Metodologiay recoleccion de datos
3.3.1. Tipo deinvestigacién

Descriptivo transversal de nivel basico
3.3.2. Desarrollo del método analitico

Fase movil: Se prepar6 una mezcla filtrada y desgasificada de Metanol, agua
purificada y &cido orto fosférico en la siguiente proporcién (670:330:0.5)

respectivamente en mL.
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Longitud de onda: espectro ultravioleta a 225 nm

Columna cromatogréfica: L1 (Hypersil DBS C18), 25 cm x 4,6 mm X 5 um
Velocidad de flujo: 1,0 mL/min

Temperatura de horno: 25 °C

Volumen de inyeccion: 20 uL

Tiempo de corrida: 15 minutos

Tiempo de retencién: 11,2 minutos aproximadamente

Diluyente:

Solucién de Hidroxido de sodio 0,01 N.- Se pes6 aproximadamente 4,0 g de
hidroxido de sodio a un matraz volumétrico de 100 mL, se disolvié con 50 mL de
agua purificada y se llevo a volumen con agua purificada. Luego se midié 10 mL
de la solucién anterior a un matraz volumétrico de 1000 mL, se llevé a volumen
con agua purificada.

Preparacion del estandar

Se peso con exactitud una cantidad equivalente a 25,0 mg de Levotiroxina sddica
y se transfirié una fiola de 500 mL, se agregd 200 mL de diluyente y se llevé al
bafio de ultrasonido por 5 minutos, se dej6 atemperar y luego se diluy6é hasta
alcanzar el volumen de aforo. Se midié 5 mL de la solucion anterior a una fiola de
25 mL, Se homogeneizd vy filtr6 por membrana PVDF de tamafio de poro de
0,45um a un vial ambar para cromatografia. (Concentracién aproximada: 0,01
mg/mL de Levotiroxina sédica).

Preparacion de la muestra

Se tomaron 20 tabletas y se molieron a polvo fino, luego se pes6 con exactitud
alrededor de 250 mg de polvo (equivalente a 0,25 mg de levotiroxina sodica) y se
transfiri6 a una fiola de 50 mL, se agregaron volumétricamente 25,0 mL de
diluyente y se llevd a bafio de ultrasonido por 15 minutos con agitacion
intermitente. Se dejo atemperar las muestras, luego se llevo a centrifugar por 15
minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel filtro de tamafio de poro
de 2 a 3 p, luego se volvié a filtrar por membrana PVDF de tamafio de poro de
0,45 um a un vial ambar para cromatografia. (Concentracion aproximada: 0,01
mg/mL de Levotiroxina sédica).

Calculos

Levotiroxina sodica pg/tab.
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Dénde:

AM : Area de Levotiroxina sodica en la muestra.
A St : Area de Levotiroxina sodica en el estandar.
WSt : Peso del estdndar expresado en mg.
Pot St : Potencia del estdndar expresado en fraccién decimal como tal
cual.
W M . Peso de la muestra expresado en mg.
PP . Peso promedio expresado en mg.
1000 : Factor de conversion de mg a ug.
AM WSt 5

25
EXmXﬁXPOtStXWXPPXIOOO

3.3.3. Determinacion de parametros de validacién

3.3.2.1 Precision Instrumental

Para medir este valor, se inyectd la solucion estandar seis veces seguidas. Se
calculo la desviacion estandar relativa (RSD) de las areas y los tiempos de
retencion. La desviacion estandar relativa debe ser del 2 % o menos.

3.3.2.2 Especificidad

A. Determinacién de posibles interferentes

Se analizé diluyente, placebo, analito y analito mas placebo, segin la técnica
analitica propuesta. Examinando las respuestas del analisis en comparacion con
las de un estandar. La especificidad del método se evaludé al contrastar los
resultados del andlisis del principio activo tanto con, como sin la presencia del
placebo.

Los resultados de interferencia deben ser no significativos, presentando no mas
de 0,5 % de interferencia.?*. El valor de pureza de pico se debe de encontrar entre
995 y 1000.

Placebo, analito y analito mas placebo fueron evaluados por duplicado. Las
muestras se inyectaron por duplicado.

Placebo: Se realiz6 una medicion precisa de aproximadamente 249,75 mg de
placebo en una fiola de 50 mL, se agregaron volumétricamente 25,0 mL de
diluyente y se llevdo a bafio de ultrasonido por 15 minutos con agitacion

intermitente. Se dejo atemperar las muestras, luego se llevé a centrifugar por 15
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minutos a 3500 rpm. Se filtré el sobrenadante por papel filtro de tamafio de poro
de 2 a 3 y, luego se volvié a filtrar por membrana PVDF de tamafio de poro de
0,45 ym a un vial ambar para cromatografia. (Concentracién aproximada: 0,01
mg/mL de Levotiroxina sodica).

Analito: Se pesé con exactitud una cantidad equivalente a 25,0 mg de
Levotiroxina sddica, se transfirié a una fiola de 500 mL, luego se agreg6 200 mL
de diluyente y se llevé al bafio de ultrasonido por 5 minutos, se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se diluyé hasta alcanzar el volumen de aforo. Se midio
con exactitud 5,0 mL de la solucién anterior y se llevé a una fiola de 50 mL, a ésta
fiola se le afiadi6 volumétricamente 20,0 mL de diluyente, se llevo a bafio de
ultrasonido por 15 minutos con agitacion intermitente, luego se centrifug6 por 15
minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel filtro de tamafio de poro
de 2 a 3 um, luego se volvié a filtrar por membrana PVDF de tamafio de poro de
0,45 um a un vial &mbar para cromatografia. (Concentracion aproximada: 0,01
mg/mL de Levotiroxina sodica).

Analito + Placebo: Se pes6 con exactitud una cantidad equivalente a 25,0 mg de
Levotiroxina sddica, se transfirié a una fiola de 500 mL, luego se agreg6é 200 mL
de diluyente y se llevé al bafio de ultrasonido por 5 minutos, se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se diluyé hasta alcanzar el volumen de aforo. Se midié
con exactitud 5,0 mL de la solucién anterior y se llevd a una fiola de 50 mL, se
pesd con exactitud alrededor de 249,75 mg de placebo y se agregé a la misma
fiola, se afiadié volumétricamente 20,0 mL de diluyente, se llevé a bafio de
ultrasonido por 15 minutos con agitacion intermitente, luego se centrifugé por 15
minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel filtro de tamafio de poro
de 2 a 3 um, luego se volvié a filtrar por membrana PVDF de tamafio de poro de
0,45 um a un vial &mbar para cromatografia. (Concentraciéon aproximada: 0,01
mg/mL de Levotiroxina sédica).

B. Determinacién de interferencia de productos de degradacion

El diluyente, placebo, analito y analito mas placebo se sometieron a diferentes
medios de degradaciéon (fotdlisis, termélisis, degradacion acida, degradacién
alcalina y degradacién oxidativa).

Los resultados obtenidos de interferencia deben ser no significativos, presentando
no mas de 0,5 % de interferencia.?*. El valor de pureza de pico se debe de

encontrar entre 995 y 1000.
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Placebo, analito y analito mas placebo fueron evaluados por duplicado. Las
muestras se inyectaron por duplicado.

Para todas las degradaciones, se sigui6 con el procedimiento general de
preparacion de muestras, los cuales son escritos a continuacion:

Diluyente: Se midié con exactitud 5,0 mL de diluyente y se transfirié a una fiola
de 50 mL. Se llevo a degradacion.

Culminado la degradacion, se agregaron volumétricamente 20,0 mL de diluyente
y se filtré por membrana PVDF de tamafio de poro de 0,45 um a un vial &mbar
para cromatografia.

Placebo: Se realiz6 una medicion precisa de aproximadamente 249,75 mg de
placebo en una fiola de 50 mL, se agregd 5,0 mL de diluyente. Se llevé a
degradacion.

Culminado la degradacioén, se agregaron volumétricamente 20,0 mL de diluyente
y se llevo a bafio de ultrasonido por 15 minutos con agitacién intermitente. Se dejo
atemperar las muestras, luego se llevo a centrifugar por 15 minutos a 3500 rpm.
Se filtr6 el sobrenadante por papel filtro de tamafio de poro de 2 a 3 um, luego se
volvio a filtrar por membrana PVDF de tamafio de poro de 0,45 um a un vial ambar
para cromatografia.

Analito: Se procedi6é a medir con precision una cantidad que correspondia a 25,0
mg de Levotiroxina sodica a una fiola de 500 mL, se agreg6 200 mL de diluyente
y se llevé al bafio de ultrasonido por 5 minutos, se dejé enfriar a temperatura
ambiente se diluy6 hasta alcanzar el volumen de aforo. Se midié con exactitud 5,0
mL de la solucién anterior y se llevé a una fiola de 50 mL. Se llev6 a degradacion.
Culminado la degradacion, se afadioé volumétricamente 20,0 mL de diluyente, se
llevd a bafio de ultrasonido por 15 minutos con agitacién intermitente, luego se
centrifugd por 15 minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel filtro de
tamafio de poro de 2 a 3 um, luego se volvio a filtrar por membrana PVDF de
tamafio de poro de 0,45 um a un vial &mbar para cromatografia. (Concentracion
aproximada: 0,01 mg/mL de Levotiroxina sodica).

Analito + Placebo: Se procedi6 a medir con precisiébn una cantidad que
correspondia a 25,0 mg de Levotiroxina sédica a una fiola de 500 mL, se agrego
200 mL de diluyente y se llevo al bafio de ultrasonido por 5 minutos, se dejo enfriar
a temperatura ambiente y se diluy6 hasta alcanzar el volumen de aforo. Se midié

con exactitud 5,0 mL de la solucién anterior y se llevé a una fiola de 50 mL, se
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pes6 con exactitud alrededor de 249,75 mg de placebo y se agregé a la fiola
anterior. Se llevo a degradacion.

Culminado la preparacién de diluyente, placebo, analito y analito mas placebo,
continuar segun procedimiento de degradacion especifica.

B.1. Fotélisis: Las muestras fueron expuestas a radiacion ultravioleta en una
camara, por cinco dias.

Culminado la degradacion, se afiadié volumétricamente 20,0 mL de diluyente, se
llevé a bafio de ultrasonido por 15 minutos con agitacion intermitente, luego se
llevé a centrifugar por 15 minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel
filtro de tamafio de poro de 2 a 3 um, luego se volvio a filtrar por membrana PVDF
de tamafio de poro de 0,45 um a un vial Ambar para cromatografia. (Concentracion
aproximada: 0,01 mg/mL de Levotiroxina sodica).

B.2. Termdlisis: Las muestras fueron expuestas a 40 °C por 48 horas en una
estufa.

Culminado la degradacion, se afadié volumétricamente 20,0 mL de diluyente, se
llevé a bafio de ultrasonido por 15 minutos con agitacion intermitente, luego se
llevé a centrifugar por 15 minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel
filtro de tamafio de poro de 2 a 3 um, luego se volvié a filtrar por membrana PVDF
de tamafio de poro de 0,45 um a un vial &mbar para cromatografia. (Concentracion
aproximada: 0,01 mg/mL de Levotiroxina sddica).

B.3. Hidrolisis acida: Con 2,5 mL de HCI 0,5 N durante cuatro horas a 40 °C
en una estufa y posterior neutralizaciéon con 2,5 mL NaOH 0,5 N.

Culminado la degradacion, se afiadié volumétricamente 15,0 mL de diluyente, se
llevd a bafio de ultrasonido por 15 minutos con agitacién intermitente, luego se
llevo a centrifugar por 15 minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel
filtro de tamafio de poro de 2 a 3 um, luego se volvio a filtrar por membrana PVDF
de tamafio de poro de 0,45 um a un vial Ambar para cromatografia. (Concentracion
aproximada: 0,01 mg/mL de Levotiroxina sodica).

B.4. Hidroélisis alcalina: Con NaOH 0,1 N durante cuatro horas a 40 °C y
posterior neutralizaciéon con HCI 0,1 N.

Culminado la degradacion, se afiadié volumétricamente 15,0 mL de diluyente, se
llevé a bafio de ultrasonido por 15 minutos con agitacion intermitente, luego se
llevé a centrifugar por 15 minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel

filtro de tamafio de poro de 2 a 3 um, luego se volvio a filtrar por membrana PVDF
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de tamafio de poro de 0,45 um a un vial &mbar para cromatografia. (Concentracion
aproximada: 0,01 mg/mL de Levotiroxina sodica).

B.5. Degradacion oxidativa: Con 5,0 mL de peréxido de hidrégeno al 0,3% v/v
durante 15 minutos a 40 °C.

Culminado la degradacion, se afiadio volumétricamente 15,0 mL de diluyente, se
llevé a bafio de ultrasonido por 15 minutos con agitacion intermitente, luego se
llevod a centrifugar por 15 minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel
filtro de tamafio de poro de 2 a 3 um, luego se volvio a filtrar por membrana PVDF
de tamafio de poro de 0,45 um a un vial &mbar para cromatografia. (Concentracion
aproximada: 0,01 mg/mL de Levotiroxina sodica).

3.3.2.3 Linealidad e Intervalo

A. Intervalo de trabajo

Para la especificacion de 90,0 % a 110,0 % de ingrediente farmacéutico activo en
el producto, el intervalo de trabajo es de 70 % a 130 %. Para lo cual se demuestra
exactitud y precision en dicho rango.?*

Los resultados son tomados de la linealidad de método.

B. Linealidad de sistema

Se prepararon cinco concentraciones (50 %, 75 %, 100 %, 125 % y 150 % de la
concentracion nominal) a partir de una solucién madre.

Preparacion de la solucion madre de Levotiroxina sédica; dicha solucién se
preparo por triplicado:

Se peso con exactitud alrededor de 31,25 mg de Levotiroxina sédica y se transfirié
a una fiola de 100 mL, se llevé al bafio de ultrasonido por 5 minutos, se dejo6 enfriar
a temperatura ambiente y se diluyé hasta alcanzar el volumen de aforo.

De cada Solucién madre, se midi6 2, 3, 4, 5y 6 mL y se transfirié a fiolas de 25
mL, se llevé a volumen con solucion diluyente, se homogeneiz6. Se midié 5,0 mL
de cada fiola y se transfirié a fiolas de 50 mL, se agregd volumétricamente 20,0
mL de solucién diluyente y se homogeneizé. Las soluciones se filtraron por
membrana PVDF de tamafio de poro de 0,45 pum en viales ambar para
cromatografia.

Las muestras se inyectaron por duplicado.

C. Linealidad de método

Se crearon mezclas del principio activo junto con excipientes en tres niveles de
concentracion diferentes (70 %, 100 % y 130 %). Las mediciones de peso se

llevaron a cabo en forma individual y en triplicado. Al mismo tiempo, se prepararon
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dos estandares de concentracion conocida a un nivel de 100 % de la
concentracion prevista en el estudio, con el fin de ser contrastados con las
muestras y asi evaluar la exactitud de los resultados. Las muestras se inyectaron
por duplicado.

o Preparacion de las muestras al 70 %: (por triplicado)

Se pes6 con exactitud una cantidad equivalente a 17,5 mg de Levotiroxina sédica,
se transfirié a una fiola de 500 mL, luego se diluyé hasta alcanzar el volumen de
aforo y se homogeneiz6. Se midié con exactitud 5,0 mL de esta solucion y se
transfiri6 a una fiola de 50 mL, se afadid alrededor de 249,75 mg de placebo,
luego agregd volumétricamente 20,0 mL de diluyente, se sometié a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos con agitacion intermitente, luego se llevo a centrifugar
por 15 minutos a 3500 rpm. Se filtré el sobrenadante por papel filtro de tamafio de
poro de 2 a 3 um, luego se volvio a filtrar por membrana PVDF de tamafio de poro
de 0,45 um a un vial &mbar para cromatografia. (Concentracion aproximada: 0,01
mg/mL de Levotiroxina sodica).

o Preparacion de las muestras al 100 %: (por triplicado).

Se pes6 con exactitud una cantidad equivalente a 25,0 mg de Levotiroxina sédica,
se transfirié a una fiola de 500 mL, luego se diluy6é hasta alcanzar el volumen de
aforo y se homogeneizé. Se midié con exactitud 5,0 mL de esta solucién y se
transfirio a una fiola de 50 mL, se afiadi6 alrededor de 249,75 mg de placebo,
luego agregd volumétricamente 20,0 mL de diluyente, se sometié a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos con agitacion intermitente, luego se llevé a centrifugar
por 15 minutos a 3500 rpm. Se filtré el sobrenadante por papel filtro de tamafio de
poro de 2 a 3 um, luego se volvié a filtrar por membrana PVDF de tamafio de poro
de 0,45 um a un vial &mbar para cromatografia. (Concentracion aproximada: 0,01
mg/mL de Levotiroxina sodica).

o Preparacion de las muestras al 130 %: (por triplicado)

Se pes6 con exactitud una cantidad equivalente a 32,5 mg de Levotiroxina sédica,
se transfirié a una fiola de 500 mL, luego se diluyé hasta alcanzar el volumen de
aforo y se homogeneiz4. Se midi6 con exactitud 5,0 mL de esta solucién y se
transfirio a una fiola de 50 mL, se afadi6 alrededor de 249,75 mg de placebo,
luego agregd volumétricamente 20,0 mL de diluyente, se sometié a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos con agitacion intermitente, luego se llevo a centrifugar
por 15 minutos a 3500 rpm. Se filtr6 el sobrenadante por papel filtro de tamafio de

poro de 2 a 3 um, luego se volvio a filtrar por membrana PVDF de tamafio de poro
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de 0,45 um a un vial &mbar para cromatografia. (Concentracion aproximada: 0,01
mg/mL de Levotiroxina sédica).

3.3.2.4 Exactitud

Para la evaluacion de esta medida, se tomaron las muestras preparadas en la
linealidad de método. La evaluacion se realizé entre muestras y estandar de
referencia.

3.3.2.4 Precision

A. Repetibilidad

Se analizaron seis muestras de manera independiente, para lo cual se utiliz6 la
metodologia propuesta.

B. Precision Intermedia

Un segundo analista realiz6 el andlisis de seis muestras de manera independiente,
utilizando la metodologia propuesta. El analisis se realiz6 un dia después al de la
evaluacion de la repetibilidad, en las mismas instalaciones, con materiales y
equipos diferentes a los utilizados por el primer analista.

3.3.4. Célculos

3.3.3.1 Precision instrumental

La desviacion estandar relativa (RSD) de éareas y tiempos de retencion se
determiné aplicando las siguientes formulas.??:

Desviaciéon estandar:

RSD:

rsd = = x100

S
X

3.3.3.2 Especificidad

A. Muestras sin degradar (interferentes)

Las muestras de diluyente y placebo, no deben de mostrar una respuesta analitica
(area). Valor de interferencia menor al 0,5 %.%

La pureza de pico principal en las muestras de analito y analito mas placebo, se

debe de encontrar entre 995 y 1000 (ausencia de coelucion).
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B. Muestras degradadas (productos de degradacion)

Las muestras de diluyente y placebo, no deben de mostrar una respuesta analitica
(4rea) en el tiempo de retencién del pico principal. Valor de interferencia menor al
0,5 %.2*

La pureza de pico principal en las muestras de analito y analito mas placebo, se
debe de encontrar entre 995 y 1000 (ausencia de coelucién).

3.3.3.2 Linealidad e Intervalo

A. Regresion Lineal.?* 2

Ecuacioén de la recta:
y=bx+a

Donde:

X: concentracion del analito.

y: respuesta del area del pico cromatografico.
b: pendiente de la recta.

6y 9

a: intercepto de la recta con el eje “y”.

ny_Zny

h = — "
or _ CO?

n

Xy — bXx

a = —

n

B. Coeficiente de correlacién (r) y coeficiente de determinacién (r?).24 2

Coeficiente de correlacion (r):
El coeficiente de correlacién nos indica el grado de relacidon que existe entre la

variable “x” (concentracion), y la variable “y” (respuesta). Si (r) es cercano a la
unidad, entonces significa que existe correlacion con una probabilidad elevada. El

valor de r debe ser mayor o igual a 0,999.

_AxXy
n

R

Zxy
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Coeficiente de determinacion (r?)
Este coeficiente indica la proporcién de la variacion total de la variable “y”
(respuesta) explicada por la regresion. El valor de r?> debe ser mayor o igual a 0,
998.
C. Varianza Residual Constante.?*
La representacion de los residuales aporta informacion acerca de la validez del
modelo. Consiste en representar los residuales (eje de ordenadas) frente a los
valores estimados (eje de abscisas). La distribucion de los puntos deberia ser
aleatoria y no reflejar ninguna tendencia.
D. Andlisis de varianza: ANOVA.#
Antes de realizar el andlisis ANOVA, primero se debe asegurar la homogeneidad
de las varianzas, la cual se puede comprobar aplicando el Test de Cochran.
Homogeneidad de varianzas (Test de Cochran)
Test de Hipdtesis para G exp
Ho = Las varianzas son semejantes
H1 = Las varianzas son diferentes

SZ

maxima

SE + SZ 4+ S2+4+...+ 57

Gexp =

Donde:
2 _ .
S{ = varianza de cada grupo(k)
2 _ . .
Smaxima = varianza maxima de los k grupos

Criterio de aceptacion: Si Gexp < Gtabla, para una probabilidad del 95% (p=0,05) y K
= 5, n = 3, se acepta la hipotesis nula (Ho), entonces las varianzas no son
estadisticamente diferentes entre si.

ANOVA

Test de Hipotesis

Ho: B = 0 El modelo lineal No proporciona un buen ajuste a los datos

H1: B # 0 El modelo lineal Si proporciona un buen ajuste a los datos
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Criterio de aceptacion:

Si Fexp > Frabla, para una probabilidad del 95% (p=0,05), se rechaza la hipétesis nula
(Ho), demostrando la existencia de una pendiente distinta de 0, esto nos indica
que el modelo lineal si proporciona un buen ajuste a los datos.

E. Test de linealidad.?*

Coeficiente de variacion de los factores de respuesta (f)

Criterio de aceptacion: C.V. (%) <2 %
Donde:

y = Respuesta cromatografica (areas)
x = Concentracion de analito en mg/mL

Significacion estadistica de la desviacion estandar de la pendiente.

Test de Hipétesis para la pendiente “b”:

Ho: “b” es estadisticamente igual a cero.

H1: “b” es estadisticamente diferente a cero.

Criterio de aceptacion:

Si t exp. > trabla para una probabilidad del 95% (p = 0,05) y (n-2) grados de libertad,
se rechaza la Hipotesis nula (Ho), entonces “b” es estadisticamente diferente de
cero.

El intervalo de confianza no incluye el cero.

F. Test de proporcionalidad.?

Este parametro estadistico nos permite evaluar si la recta pasa por el origen de
las coordenadas, determinando si la variable independiente es significativamente

distinta de cero.

Test de Hipétesis para el intercepto “a”:

Ho: “a” es estadisticamente igual a cero.

H1: “a” es estadisticamente diferente a cero.

Criterio de aceptacion:

Sit exp- < trabia para una probabilidad del 95% (p = 0,05) y (n-2) grados de libertad,
se rechaza la Hipotesis nula (Ho), entonces “a” es estadisticamente diferente de

cero.
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3.3.3.3 Exactitud.?

Xy x100
R = ~ux 100

Donde:

%R : porcentaje de recuperacion.
Xu : cantidad de analito hallado.
X, : cantidad de analito afiadido

Criterio de aceptacion: El porcentaje de recuperacion debe encontrase entre 98 %
y 102 %.

3.3.3.4 Precision?,

A. Repetibilidad

Para la evaluacion de este pardmetro se analizé 6 muestras. El C.V. (%) debe ser
menor o igual a 2 %.

B. Precision Intermedia

Para la evaluacion de este parametro un segundo analista analiz6 la muestra. Los
resultados del primer y segundo analista fueron comparados, el C.V. (%) debe ser
menor o igual a 2 % con respecto a primer analista (prueba de repetibilidad).
3.3.5. Anédlisis de datos

Los resultados obtenidos producto de cada prueba realizada para la evaluaciéon
de los diferentes pardmetros de validacion, fueron sometidos a analisis estadistico
utilizado el programa Excel de Microsoft Office Profesional Plus 2019.

Las pruebas estadisticas utilizadas fueron ANOVA y t de Student. con un 95 % de

confianza.
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IV.  RESULTADOS
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Tabla 3. Pureza de pico cromatografico en muestras que contienen levotiroxina sédica al
evaluar la especificidad. Lima-2022.

Levotiroxina sédica

NUmero Pureza de pico cromatografico
999,997
1
999,997
Analito
999,998
3 2
o 999,998
o
2 999,973
2 1
=
999,990
Analito + Placebo
999,986
2
999,996
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Tabla 4. Porcentaje de recuperacion de analito, en la evaluacion de la especificidad-
interferencias. Lima-2022.

Levotiroxina sodica

) Promedio
Peso Anadido Hallado %
N° hallado )
(mg) (mg) (mg) Recuperacién
(mg)
0,00
1 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00
Placebo
0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00
0 25,20485
.g 1 28,09 25,17 25,23 100,24
c 25,24910
o Analito
L 25,03006
o) 2 27,86 24,96 25,00 100,16
€ 24,97413
26,18546
1 29,07 26,05 26,20 100,58
Analito + 26,21392
Placebo 25,51875
2 28,20 25,27 25,52 100,99
25,51526
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Tabla 5. Pureza de pico cromatografico en muestras que contienen levotiroxina sédica,
sometidas a degradacion forzada. Lima-2022.

Levotiroxina sédica

N° Pureza de pico cromatografico
1 995,132
) 995,131
Analito 995 134
R 2 '
% 995,131
° 995,348
L 1
! 995,341
Analito + Placebo 995 346
2 1
995,345
1 999,954
Analito 999,952
% 5 999,958
35 999,954
% L 998,239
= . 998,237
Analito + Placebo 998 231
2 1
998,233
1 999,994
- ) 999,996
3 Analito 999 992
& 2 '
K%) 999,991
2 . 999,991
S ) 999,992
T Analito + Placebo 999 991
2 7
999,993
1 999,990
© . 999,991
£ Analito
S 5 999,992
E 999,991
%) 999,958
° 1
S Analito + Placebo 999,957
I 2 999,954
999,956
- 999,998
= 1
= ) 999,997
S Analito 999 998
5 2 ’
c 999,998
O
'g 1 999,994
8 Analito + Placebo 999,993
> 999,992
8 2
999,991
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Linealidad del sistema

6600.0
6100.0
5600.0
5100.0

4600.0

4100.0

Area

y =390111,2118x + 22,1289

R2 = 0,9997
3600.0

3100.0
2600.0
2100.0

1600.0
0.003 0.005 0.007 0.009 0.011 0.013 0.015 0.017 0.019

Concentracién (mg/mL)

Figura 2. Curva de calibracion de concentracion versus area, para la evaluacion
de la linealidad del sistema, del método analitico. Lima-2022.
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Linealidad del Método

5500.0

5000.0

4500.0

4000.0

Area

y = 396253x - 60,46
R2 = 0,9996

3500.0

3000.0

2500.0
0.005 0.010 0.015

Concentracién (mg/mL)

Figura 3. Curva de calibracion de concentracion versus area, para la evaluacion
de la linealidad del método analitico y exactitud. Lima-2022.
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Tabla 6. Porcentaje de recuperacion del analito (levotiroxina sddica) en presencia de
placebo. Para la evaluacion de la exactitud. Lima — 2022.

=) ) e
S E £ ® B
—_ C
3 © = g g s g S
z g Y g - :
Q S ? = s o T 3
c = o o 8 = =]
o o e = © O
o = T E < 9]
c c - nd
< < a
17,38432
M1 19,48 17,45 17,38 99,60
17,38450
17,66060
70% M2 19,86 17,79 17,67 99,33
17,67171
17,12998
M3 19,46 17,44 17,17 98,45
17,20717
25,37680
M1 28,34 25,39 25,37 99,92
25,37067
24,73490
100% M2 27,86 24,96 24,74 99,12
24,73710
25,17944
M3 28,25 25,31 25,19 99,53
25,19727
32,55369
M1 36,11 32,35 32,61 100,80
32,65844
32,82972
130% M2 36,61 32,80 32,83 100,09
32,82872
32,78 32,59836
M3 36,58 32,58 99,39
32,57076

Promedio 99,58

RSD 0,66

38



Tabla 7. Desviacion estandar relativa, del porcentaje obtenido de levotiroxina sédica, entre
analista 1 y analista 2, para la evaluacion de la repetibilidad y precision intermedia en
tabletas que contienen levotiroxina sodica. Lima — 2022.

Analista 1 Analista 2
Muestra L Promedio L Promedio
Levotiroxina L Levotiroxina N
1 levotiroxina P levotiroxina
sddica e % sodica - %
(ug/tab.) sodica (ug/tab.) sodica
' (ugl/tab.) ' (ugl/tab.)

100,09 100,56

M1 100,08 100,1 100,57 100,6
100,07 100,58
100,26 100,36

M2 100,27 100,3 100,37 100,4
100,28 100,37
100,14 100,74

M3 100,15 100,1 100,75 100,7
100,15 100,75
100,02 100,41

M4 100,04 100,0 100,41 100,4
100,05 100,40
100,65 100,12

M5 100,65 100,6 100,12 100,1
100,64 100,11
100,21 100,35

M6 100,23 100,2 100,35 100,4
100,24 100,35

Promedio 100,2 Promedio 100,4

RSD 0,22 RSD 0,21

Promedio entre analista 1y 2 100,3

RSD entre analista 1y 2 0,14
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V. DISCUSION
La cromatografia liquida de alto rendimiento es una técnica analitica que presenta
ventajas sobre los métodos tradicionales de analisis como: el IR vy
espectrofotometria UV-VIS, esto debido a que se puede realizar una separacion
de los componentes de una muestra, con lo cual podemos identificar y cuantificar
el analito de manera inequivoca. Se pude obtener una técnica analitica con
tiempos de analisis rapidos, separacion de sustancias de mezclas complejas con
alta resolucién, ejecucién de andlisis con facilidad y exactitud.® Se realizo la

evaluacién de los parametros de validacion segun USP, ICH, AEFI.

En la tabla 3; se muestran los resultados de especificidad. En la cual evallia la
pureza de pico cromatografico en muestras que contienen el analito (levotiroxina
sbdica). Las muestras analizadas fueron analito y analito mas placebo y los
resultados fueron en promedio 999,998 y 999,986 para analito y analito mas
placebo respectivamente. La AEFI?* en su libro sobre “validacion de métodos
analiticos” indica que la para las pruebas de especificidad no debe de existir una
interferencia mayor al 0,5 %, es decir que, para la evaluacion de la pureza de pico
cromatogréfico, donde la escala de mediciéon va de 0 a 1000, los resultados de
pureza de pico deben ser mayores a 995. Los resultados obtenidos demuestran
gue el analito y analito en presencia de placebo, al ser analizados por el método
propuesto son especificos y que la matriz del producto no interfiere con el pico
cromatografico de interés. Bocanegra'!, en su estudio de validacién de método
analitico por cromatografia liquida de alta resolucion para determinar vitaminas
hidrosolubles en solucion endovenosa inyectable, pudo obtener purezas de pico

de no menos de 0,99, en una escala de 0 a 1.

En la tabla 4; se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos para la

prueba de especificidad. Resultado de posibles interferencias en porcentaje de
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recuperacion. Las muestras analizadas fueron analito y analito mas placebo y los
resultados fueron en promedio 100,2 % y 100,8 % para analito y analito mas
placebo respectivamente. La farmacopea norteamericana (USP?®) indica que, la
especificidad en el caso de las pruebas de valoracion del principio activo,
proporcionan un resultado exacto, la cual nos permite una declaracién exacta del
contenido en una muestra. Los criterios de aceptacién para la exactitud se
encuentran en un rango de entre 98 — 102 %.%4. Los resultados demuestran que
el analito y analito en presencia de placebo, al ser analizados por el método
propuesto llegan a tener una recuperacion del activo muy buena y que la matriz

del producto no interfiere con los resultados.

En la tabla 5; se muestran los resultados de especificidad. Resultado de pureza
de pico de levotiroxina sddica en muestras sometidas a degradacién forzada:
fotdlisis, termdlisis, hidrélisis acida, hidrélisis alcalina y degradacién oxidativa. En
el caso de la fotdlisis, las muestras de analito y analito mas placebo dieron como
resultado valores promedio de 995,132 y 995,345 respectivamente. Para la
termdlisis, las muestras de analito y analito mas placebo dieron como resultado
valores promedio de 999,955 y 998,235 respectivamente. Los resultados de
hidrdlisis acida, en muestras de analito y analito mas placebo, fueron en promedio
999,993 y 999,992 respectivamente. Para la hidrélisis alcalina, los resultados de
analito y analito mas placebo en promedio fueron 999,991 y 999,956
respectivamente. Para la degradacién oxidativa, las muestras de analito y analito
mas placebo dieron como resultado valores promedio de 999,998 y 999,993
respectivamente. La AEFI?* en su libro sobre “validacién de métodos analiticos”
indica que, en los estudios de muestras sometidas a estrés, se debe comprobar
la identidad del analito y que la sefial proviene solo de él. Para las pruebas de
especificidad no debe de existir una interferencia mayor al 0,5 %, es decir que,
para la evaluacion de pureza de pico, donde la escala de medicion es de 0 a 1000,
los resultados de pureza de pico deben ser mayores a 995. Los resultados de
muestras sometidas a estrés (fotdlisis, termdlisis, hidrdlisis acida, hidrolisis
alcalina, degradaciéon oxidativa), demuestran que las muestras que contienen
analito y las muestras que contienen analito en presencia de placebo, al ser
analizados por el método propuesto son especificos y la degradacion a la que fue
sometida, no interfiere con la respuesta cromatogréafica del analito de interés. Un
estudio realizado por Bocanegrall, para la validaciéon de método analitico por

cromatografia liquida de alta resolucion para determinar vitaminas hidrosolubles
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en solucion endovenosa inyectable, mostr6 resultados de pureza de pico

cromatogréfico para la degradacion oxidativa entre 0,75 a 0,79.

En la figura 2 y anexo 7; se presentan los resultados de la curva de calibracion de
la evaluacion de la linealidad de del sistema. El resultado obtenido como ecuacion
de larecta fue, y =390111,2118x + 22,1289. Ademas, el resultado obtenido de la
evaluacion de la ecuacion de la recta nos permitié obtener un coeficiente de
determinacién r? = 0,9997 y un coeficiente de correlacion r = 0,9998. En la figura
3 y anexo 8; Se muestran los resultados de la evaluacion de la linealidad del
método. El andlisis de la ecuacion de la recta no proporciono el valor del
coeficiente de determinacion r? = 0,9996, asi como también el del coeficiente de
correlacion r = 0,9998. La AEFI?4, nos indica que el valor para que el coeficiente
de correlacion pueda ser aceptado, debe ser mayor a 0,999. Para Gary?, el
coeficiente de determinacion, obtenido como resultado de la evaluacion de la
linealidad debe ser mayor que 0,998. Los resultados obtenidos nos indican que
existe un alto grado de relacién entre las variables de concentracion y respuesta,
por lo tanto, podemos decir que el resultado obtenido es lineal. En el anexo 13 se
presenta el resumen de la evaluacién estadistica de la linealidad de método y
sistema, los estadisticos utilizados fueron: el test de ANOVA vy el estadistico de
Fisher. Antes de realizar el estadistico de ANOVA, se verificd la homogeneidad de
las varianzas mediante el test de Cochran, donde G exp < G tablas.?*, los
resultados obtenidos fueron 0,60 < 0,68 y 0,47 < 0,87 para linealidad de sistema
y método respectivamente. Se realizd el ANOVA para una probabilidad del 95%
(p=0,05), donde F exp > F tabla.?*, los resultados obtenidos fueron 38836,52 >
4,67 y 16469,51 > 5,59 para linealidad de sistema y método respectivamente.
Estos resultados nos indican que el modelo lineal si proporciona un buen ajuste a
los datos. En el anexo 13 también encontramos los resultados de Coeficiente de
variacion de los factores de respuesta (f), donde C.V. (%) es menor al 2 %.2* Los
resultados obtenidos fueron 0,91 % y 0,66 % para linealidad de sistema y
linealidad de método respectivamente. Los resultados nos indican que existe una
buena relacion entre la respuesta (area) y la concentracién. Se analizd la
pendiente de la recta de calibracion, mediante la prueba de t de Student para n-2
grados de libertad y un grado de significacion de p = 0,05, donde t exp >t tabla.?
Se tuvieron resultados de 197,07 > 2,16 y 128,33 > 2,36 para linealidad de
sistema y método respectivamente. Los resultados nos indican que existe una

pendiente significativamente distinta de cero. También se realizé el andlisis
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estadistico de del intercepto (test de proporcionalidad), para lo cual se utilizé el
estadistico t de Student para n-2 grados de libertad y un grado de significacion de
p = 0,05, donde t exp <t tabla.?* El resultado fue de 1,05 < 2,16y 1,89 < 2,36
para linealidad de sistema y método respectivamente. Con estos resultados
podemos decir que la recta pasa por el origen de las coordenadas, ademas que
la variable independiente es significativamente distinta de cero. Bardales et al.*?
realizo un estudio sobre validacion por HPLC para la valoracién de cloruro de
benzalconio en Gentamicina 0,3 % solucion oftalmica, donde obtuvo un valor de

r = 0,9998 como coeficiente de variacion.

En la tabla 6; se muestra los resultados de la evaluacién de la exactitud. Segun la
AEFI?4, el criterio de aceptacion para la recuperacion, debe de estar entre 98,0 -
102,0 %. El resultado obtenido fue 99,58 %. Ademas, los resultados deben de
cumplir con criterios de precision, para lo cual se determiné el coeficiente de
variacion recomendado por USP?, |a cual nos indica que el valor de C.V debe ser
menos del 2 %, El resultado obtenido de C.V fue de 0,66 %. Esto nos indica que
el método analitico nos permite hacer una buena recuperacion del analito en el
intervalo de trabajo de 70 % a 130 %. Bardales et al.*?> en su estudio de validacién
por HPLC para la valoracion de cloruro de benzalconio en Gentamicina 0,3%
solucion oftalmica, logré obtener un porcentaje de exactitud de 99,88 %. Los

resultados obtenidos en ambos se encuentran cerca del valor verdadero tedrico.

En la tabla 7; se muestra la evaluacion de la repetibilidad y precision intermedia
para la cuantificacion de levotiroxina sédica en tabletas. Segun AEFI?*, para
cumplir con el criterio de aceptacion el resultado de C.V. (%) debe ser menor o
igual a 2 %. Los resultados obtenidos fueron 0,22 % y 0,14 % para repetibilidad y
precision intermedia respectivamente. Choque!4, en su trabajo de investigacién
sobre validacién por HPLC para la cuantificacién de clorhidrato de clorhexidina +
benzocaina + enoxolona en comprimidos orales, pudo encontrar un C.V. de 0,40

% para benzocaina, 1,25 % para clorhexidina HCIl y 0,85 % para enoxolona.
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VI. CONCLUSIONES

1. El método analitico por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para
la cuantificacién de Levotiroxina sddica en tabletas cumple con los pardmetros
de validacion.

2. En la evaluacion del parametro de especificidad, no se observaron
interferencias significativas obteniendo una recuperacién de 100,2 % y 100,8
% para analito y analito mas placebo respectivamente, ademas se verificd que
existe una alta pureza de pico en analito y analito mas placebo 999,998 y
999,986 respectivamente. En las degradaciones se observl una alta pureza
de pico siendo estas mayores a 999,5 en todas las condiciones de estudio.
Estos resultados demuestran que el método analitico es especifico.

3. Lalinealidad del sistema nos mostr6 un coeficiente de determinacion de r? =
0,9997. Para la linealidad del método el resultado del coeficiente de
determinacioén fue de r? = 0,9996. Por lo cual se verificd que existe un buen
desempenfio del método analitico en el Intervalo de trabajo de 70 % a 130 %.
Demostrando asi que el método analitico es lineal en el intervalo de trabajo.

4. Se observo un buen desempenfo del método analitico en la evaluacién de la
exactitud, en el intervalo de trabajo de 70 % a 130 %, dando como resultado
una recuperacion de 99,58 %. Para la precision del método analitico, el
resultado de repetibilidad y precision intermedia fue de 0,22 % y 0,14 %

respectivamente. Demostrando que el método analitico es exacto y preciso.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir los pasos establecidos en la metodologia para
obtener resultados reproducibles. Es necesario hacer una correcta molienda

de las tabletas, para asi poder lograr una mezcla homogénea.

La metodologia validada debe ser considerada y aplicada en el analisis de
productos que contienen levotiroxina sddica como IFA. La metodologia

garantiza la obtencion de resultados confiables.

Si se desea trabajar con tabletas que contengan diferente proporcion de
analito y placebo. Se recomienda realizar una evaluacion de la linealidad de
método a las mismas concentraciones de analito utilizado en la presente

validacion.
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Anexo 1. Desviacion estandar de tiempos de retencién y areas en la evaluacion
de la precision instrumental de inyecciones repetidas de una muestra de
levotiroxina sédica. Lima-2022.

Numero de inyecciones TR (minutos) Areas
1 11,23859 3946,19727
2 11,23632 3948,38770
3 11,23699 3949,77881
4 11,23704 3953,58374
5 11,23840 3955,87354
6 11,23705 3951,21973
Promedio 11,23739 3950,84013
RSD 0,01 0,09
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Anexo 2. Especificidad - Interferencias. Resultado de pureza de pico de analito
(levotiroxina sodica). Lima-2022.

Data File C: .« IRCKXINALOOTAB\LEVOTIRCXINASOTAB

INT

CHEM3

CT 1

2022-11-16 14-37-14\M32N1

Sample Name:

Purity results peak 1 at 11.180 min.

(VALIDACION. . .XINA1OOTABA\LEVOTIROXINASOTAB 2022-11-16 1

s
|
W

Signal DRD1 Z,
mAl—

8ig=225, 4 Ref=off

175
150

125 ‘
100 ‘

5 10 15 20 25 30 mi
™\
‘I..‘"J \\\. ||
e'll ! |
.!II \ |
/ \ /
|
____,)i _ A l
'Sel by User 999.5‘
T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm " 1.5 12 mi

—»> The purity factor is within the threshold limit. <-

Purity factor

5 of 105 spectra are within the threshold limit.)

Threshold
Reference

Spsctra : 5

(3=t by user)
rt and end
(8election automatic,

**% End of

spectra

5]

Report

(integrated)

ok k
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Anexo 3. Especificidad - Interferencias. Resultado de pureza de pico de analito
(levotiroxina sédica) en presencia de placebo. Lima-2022.

Data File C:\CHEM3Z2\...IROXINA1OOTAB\LEVOTIROXINASOTAE 2022-11-16 14-37-14\MS2N160000020.D
Sample Name: MTRA 1 INT

Purity results peak 1 at 11.182 min.

Signal DADL A, 35ig=225,4 Ref=off (VALIDACION...XINAlOOTAB\LEVOTIROXINASOTAB 2022-11-16 14-3

mAU_:
1763 |T

R T
5 10 15 20 25 30 min|

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm 11 11.5 12 min

-> The purity factor is within the threshold limit. <-

Purity factor : 999.973 (106 of 106 spectra are within the threshold limit.)

Threshold : §%9.500 (Set by user)
Reference : Peak start and end spectra (integrated) (10.787 / 12.060)
Spectra : 5 (Selection automatic, 5)
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Anexo 4. Espectro tridimensional de estandar de Levotiroxina sddica. Lima-2022.

Donde:
eje x : tiempo en minutos
eje y : unidades de absorbancia

eje z : longitud de onda en nandmetros (nm)
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Anexo 5. Espectro tridimensional de muestra (Levotiroxina sddica tableta). Lima-
2022.

Donde:
eje x : tiempo en minutos
eje y : unidades de absorbancia

eje z : longitud de onda en nanémetros (nm)
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Anexo 6. Identificacién. Comparacion de muestra que contiene el analito con
base de datos (espectros) de diferentes estandares de referencia. Lima-2022

Conc. Dato X y £ty Varianza
(n) (mg/mL) (s?)
1 0.00505 2033.55933 402982.50
50% 2 0.00493 1953.96485 395984.23 37672032.551652
3 0.00502 1961.74396 390749.28
1 0.00757 2943.48560 388866.02
75% 2 0.00740 2921.71949 394737.51 8968793.316157
3 0.00753 2942.82300 390776.78
1 0.01009 3956.23364 391995.68
100% 2 0.00987 3882.13171 393370.16 2421609.636938
3 0.01004 3918.62195 390264.67
1 0.01262 4936.51294 391299.79
125% 2 0.01234 4865.83179 394437.52 4760026.605360
3 0.01255 4898.00074 390242.62
1 0.01514 5918.97778 390980.23
150% 2 0.01480 5851.43140 395277.42 8720769.440567
3 0.01506 5868.22095 389619.84
SUMA 15 62543231.55067
Search result of : DAD1,10.998 (43.7 F1, - ) Ref=11.345 & 5.685

Library used :
Library Name :
Parameters :

C:\CHEM32\SPECLIBS\DEMODADN.UVL
PAH spectra
Threshold 1 mAU

Library search results

# Match

3,8585

2850

L7759
3.6695
1.353e
0.0752
7328
1.1949
5. 7624

Entry Time

[min] Name

.270 Acenaphthene
.500 ACENAPHTHaLENE
.200 PERYLENE

.700 NAPHTHALENE

. 981 LEVOTIROXINA SDDICN
.300 Flucoranthene

.200 Benzo (b) fluoranthene
.500 Anthanthrene

.600 Benz (e) pyrene

.500 Indeno(l, 2, 3-cd)pyrene
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Anexo 7. Estadisticas de curva de calibracion de concentracion versus area, para
la evaluacion de la linealidad del sistema, del método analitico. Lima-2022.

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacion 0,9998
Coeficiente de determinacién R? 0,9997
Observaciones 15
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Anexo 8. Estadisticas de curva de calibracion de concentracion versus area, para
la evaluacion de la linealidad del método analitico y exactitud. Lima — 2022.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion 0,9998
Coeficiente de determinacion R2 0,9996
Observaciones 9
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Anexo 9. Resumen de datos y resultados de linealidad de sistema. Lima-2022.

c
S =
(&S] —~ (@]
o £ £ X ) y
= ] p Areas Promedio f (y/x)
8 8 3 (mg/mL) de areas
O &
O
2034,86206
M1 35,20 0,00505 2033,55933 402982,50
2032,25659
1951,41663
50 % M2 34,42 0,00493 1953,96485 395984,23
1956,51306
1961,47327
M3 35,02 0,00502 1961,74396 390749,28
1962,01465
2930,53589
M1 35,20 0,00757 2943,48560 388866,02
2956,43530
2922,14502
75 % M2 34,42 0,00740 2921,71949 394737,51
2921,29395
2943,04297
M3 35,02 0,00753 2942,82300 390776,78
2942,60303
3952,80151
M1 35,20 0,01009 3956,23364 391995,68
3959,66577
3880,69653
100 % M2 34,42 0,00987 3882,13171 393370,16
3883,56689
3917,22949
M3 35,02 0,01004 3918,62195 390264,67
3920,01440
4930,19922
M1 35,20 0,01262 4936,51294 391299,79
4942,82666
4865,66064
125 % M2 34,42 0,01234 4865,83179 394437,52
4866,00293
4896,32129
M3 35,02 0,01255 4898,00074 390242,62
4899,68018
5922,15234
M1 35,20 0,01514 5918,97778 390980,23
5915,80322
5854,26709
150 % M2 34,42 0,01480 5851,43140 395277,42
5848,59570
5863,34326
M3 35,02 0,01506 5868,22095 389619,84
5873,09863
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Anexo 10. Residuales, concentracion versus residuos, para la evaluacion de la
aleatoriedad de los resultados en la prueba de linealidad de sistema. Lima- 2022.

Grafico de residuales
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Anexo 11. Resumen de datos y resultados de linealidad de método. Lima-2022.

c
S =
Q —~ o
o £ £ X i y
IS Q o Areas Promedio de f (y/x)
§ S 3 (mg/mL) areas
o o
O
2722,63159
M1 19,48 0,00698 2722,64551  389972,65
2722,65942
2765,90210
70 % M2 19,86 0,00712 2766,77149  385526,83
2767,64087
2682,79810
M3 19,46 0,00697 2688,84302  387982,08
2694,88794
3974,36865
M1 28,34 0,01016 3874,01038  394579,17
3973,40796
3873.83813
100 % M2 27,86 0,00999 5106,57422  389252,46
3874,18262
3943,45825
M3 28,25 0,01012 5103,20557  388710,30
3946,25073
5098,37158
M1 36,11 0,01294 3973,88831  391244,11
5114,77686
5141,60107
130 % M2 36,61 0,01312 3944,85449  389622,95
5141,44531
5105,36670
M3 36,58 0,01311 5141,52319 391853,81
5101,04443
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Anexo 12. Residuales, concentracion versus residuos, para la evaluacion de la
aleatoriedad de los resultados en la prueba de linealidad de método. Lima-2022.

Grafico de los residuales
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Anexo 13. Resultados y evaluacién estadistica de la linealidad. Lima-2022.

PARAMETROS LIMITES RESULTADOS
Linealidad:
Linealidad de Sistema
Ecuacion de la recta y=bxta y =390111,21x + 22,13

Coeficiente de correlacion
Coeficiente de determinacion
Homogeneidad de varianzas
(Test de Cochran)

Tes de ANOVA

Tes de Linealidad:

Coeficiente de Variacion de los

Factores de Respuesta “f”

Intervalo de confianza de la

pendiente “b”
Tes de Proporcionalidad

Intervalo de confianza del

“a0

intercepto “a

Linealidad de Método
Ecuacion de la recta
Coeficiente de correlacion
Coeficiente de determinacion
Homogeneidad de varianzas
(Test de Cochran)

Tes de ANOVA

Tes de Linealidad:

Coeficiente de Variacion de los

Factores de Respuesta “f”
Intervalo de confianza de la
pendiente “b”

Tes de Proporcionalidad

Intervalo de confianza del

“

intercepto “a

Mayor a 0,999
Mayor a 0,998

G exp < G tablas

F exp > F tabla

RSD = 2%

b + ttabla. Sb

texp >ttabla

a * ttabla. Sa

texp <ttabla

y=bxta
Mayor a 0,999
Mayor a 0,998

G exp < G tablas

F exp > F tabla

RSD < 2%

b + ttabla. Sb

texp >ttabla

a *+ ttabla. Sa

texp <ttabla

0,9998
0,9997

0,60 < 0,68

38836,52 > 4,67

0,91 %

385834,64 - 394387,79
197,07 > 2,16

-23,24 - 67,49

1,05<2,16

y = 396253,44x - 60,46
0,9998
0,9996

0,47 < 0,87

16469,51 > 5,59

0,66 %

388952,23 - 403554,65
128,33 > 2,36

-136,06 - 15,14
1,89<2,36
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Anexo 14: Matriz de consistencia

TITULO: “Validacion de un método analitico por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para la cuantificacion de Levotiroxina sddica en tabletas”. Lima-2022.
AUTOR: SICHA GUTIERREZ, Michel.

intervalo del método
analitico.

*Determinar la
exactitud,
repetibilidad y
precision intermedia
del método
analitico.

diferentes, asi como una amplia variedad de detectores.
Levotiroxina sédica

La levotiroxina es un medicamento que reemplaza una
hormona producida normalmente por la glandula tiroides
para regular la energia y el metabolismo del cuerpo. Esta
indicado en el tratamiento de enfermedades como el bocio,
cancer de tiroides e hipotiroidismo.

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES MARCO TEORICO METODOLOGIA

Validacion | ¢ Sera General: La validacién de | Variable Validacion Tipo de investigacion: Descriptivo

de un | confiable el |yqgligar un método [UN método | principal: Es un proceso que establece, mediante estudios de |transversal

método método analitco para la|@nalitico  por|yvqjidacién de un |laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del | Nivel de investigacion: Basica

analitico i’ina"UCO para cuantificacion  de ll?rofrgjatogaafla i método  analitico | procedimiento, cumplen los requisitos para las|pgplacion: Tabletas de Levotiroxina

por a |Levotiroxina sodica |'quda de allo|hor cromatografia | aplicaciones analiticas previstas. Para la cuantificacion de | ¢sdica

cromatogra | cuantificacion | e tapletas  por | FéNdimiento liquida de alto|ingredientes activos en muestra de sustancia o farmacos )

fia  liquida|de cromatografia (HPLC) para la | rengimiento la ICH y la USP establece la evaluacién de los siguientes | Muestra: 500 tabletas que contienen

de alto Lgvouroxma liquida de alto cuantificacion de (HPLC). parametros de validacion: Levotiroxina sédica

rendimiento | sédica en | rendimiento (HPLC) Lgvpt|rOX|na Indicadores: _ Especificidad Metodologia

(HPLC) tabletas  por y documentar los sbdica en Para q Linealidad L N Sdi

para la | cromatografia | resuitados tabletas, es alrgm(_agrols €| - Linealida evotiroxina sodica

cuantificaci |liquida de alto | sptenidos confiable  para | Valdacion: - Precision -Fase mévil: metanol: agua purificada y

on de | rendimiento Objetivos obtener los| - Especificidad | - Eﬁ:ﬁ}gﬁ: 4cido orto fosforico (670:330:0.5).

Levotiroxin | (HPLC), para b resultados dentro| - Linealidad B o L N fer . ;

a sodica en | obtener especm-cos: de | - Precision Cromatografla liquida de alto’rendlmlent.ci (HPLC)' - DCBOSIU(r:nlré?, gég%ﬁoffgﬁm I)_(15 ﬂ-g.persn

tabletas, resultados *Determinar la | especificaciones - Exactitud Es un tipo de cromatografia de elucion versatil y . . .

Lima —|dentro de las | especificidad  del | establecidas en el | - Intervalo ampliamente utilizado como una técnica de separacién, | ~Velocidad de flujo: 1.0 mL/minuto.

2021. especificacion | método analitico. protocolo de basada en una fase estacionaria sélida y una fase movil | -Tratamiento de estandar y muestra: La
es «Determinar la | validacion. liquida, que se emplean para separar los componentes de | concentracion de la solucién muestra y
establecidas | |inealidad del una muestra. El gran poder de la cromatografia reside en | solucion estandar fue de 0.01 mg/mL de
en el | sistema, linealidad la combinacion de un amplio intervalo de posibles L_evotiroxina sédica_. Se ut_ilizé‘como
protocolo  de|gel método y el propiedades para la fase mavil, junto con la eleccion de | diluyente una soluciéon de Hidroxido de
validacion? numerosos tipos de fases estacionarias, significativamente | sodio 0.01 N.

Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados en
cuadros y graficos. Estas fueron sometidas
al Andlisis estadistico de t de studen, y
ANOVA, con un nivel de significancia de
0,05.
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En la ciudad de Ayacucho, siendo las once de la mafiana del dia veintidds del mes de
diciembre del afio dos mil veintitres, se reunieron en el auditérium de la Facultad de
Ciencias de la Salud los docentes miembros del jurado evaluador, para el acto de
sustentacién de trabajo de tesis titulado: “Validacion de un método analitico por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para la cuantificacion de Levotiroxina
sddica en tabletas, Lima 2022”; presentando por la bachiller Michel SICHA GUTIERREZ
para optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico. El jurado evaluador esta
conformado por:

Presidente  :Prof. José A. Yarlequé Mujica
Miembros : Prof. Edwin C. Enciso Roca

Prof. Pablo W. Comun Ventura

Prof. Kirianova Godoy Bautista
Asesor : Prof. Maricela Lépez Sierralta
Secretario Docente (e): Prof. Mdnica Gomez Quispe

Con el quorum de reglamento se dio inicio la sustentacidn de tesis, el presidente de la
comisidn pide al secretario docente dar lectura a los documentos presentados por el
recurrente, resolucion decanal y algunas indicaciones al sustentante.

Da inicio la exposicidn la Bachiller: Michel Sicha Gutiérrez, y una vez concluida, el
presidente de la comisidn solicita a los miembros del jurado evaluador realizar sus
respectivas preguntas, seguidamente se da pase al asesor de tesis, para que pueda
aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones.
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con la calificacion.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: Michel Sicha Gutiérrez

JURADOS TEXTO | EXPOSICION | PREGUNTAS | P.FINAL
Prof. José A. Yarlequé Mujica - - - -
Prof. Edwin C. Enciso Roca 17 17 17 17
Prof. Pablo W. Comun Ventura 16 16 16 16
Prof. Kirianova Godoy Bautista 16 17 17 17
Prof. Maricela Lopez Sierralta - - - -
PROMEDIO FINAL 17




De la evaluacién realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar a la Bachiller Michel Sicha Gutiérrez; quien obtuvo la nota final de
diecisiete para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del presente,
siendo las 12:35 del mediodia, se da por concluido el presente acto académico.
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