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Los que suscriben, integrantes de la Comision Revisora de la Tesis del alumno
de la carrera de QUIMICO FARMACOBIOLOGO
LIMA SANTAMARIA ELESBAN
realizada en el area de Farmacia, comunican a Ud. la aprobacion

de la misma con la siguiente redaccion:

"VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA IDENTIEICAC}ION Y ENSAYO
DE UN ANTIOXIDANTE EN CREMA DE APLICACION TOPICA"

Se extiende la presente, para los usos que al interesado convengan, a los
3 dias del mes de Diciembre de 2018
Atentamente

"Pensar bien para vivir mejor"

QFB. MARIA RADO ANDRADE

QFB. HECTOR CES‘AJR TECOZAUTLA VARELA

Pt
MC. HUGO LOPEZ AVILA

Facultad San Claudio No. 1, Edificio FCQ-8
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ASUNTO: NOMBRAMIENTO
DE COMISION REVISORA

Al Dr. JORGE RAUL CERNA CORTEZ

DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
BUAP

PRESENTE

Reciba un cordial saludo y al mismo tiempo, me permito informar que la Comision
Revisora de la Tesina, que presenta la pasante de la Licenciatura en QUIMICO
FARMACOBIOLOGO, ELESBAN LIMA SANTAMARIA, para obtener el Titulo de

Licenciado en QUIMICO FARMACOBIOLOGO en la modalidad de reporte técnico
con la direccion de la M.C. Lidia Aguilar Cruz.

Estara integrada por:
Comisién Revisora:
QFB Maria Reina Jurado Andrade

QFB Hector César Tecozgutla Varela
M.C. Hugo Lopez Avila

Sin més por el momento quedo de Usted

H. Puebla de Z., a 16 de noviembre de 2018

D.C. Maria g€ db
Coordinadora del Departamento de Farmacih
FCQ-BUAP
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lj’Aeﬂa, Pue. a 20 de Noviembre de 2018

C. LIMA SANTAMARIA ELESBAN
PRESENTE

Toda vez que se cuenta con la aprobacion del Coordinador del Area de
Farmacia,

MC. LIDIAAGUILAR CRUZ, Director de Tesis,

se le comunica la autorizacion de su anteproyecto de tesis denominado:

"VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA IDENTIFICACION Y ENSAYO
DE UN ANTIOXIDANTE EN CREMA DE APLICACION TOPICA"

Y con esta fecha se registra en los archivos de la Direccion de esta Facultad,

para los fines legales a los que haya lugar

Atentamente

Facultad San Claudio No. 1, Edificio FCQ-9
de Ciencias Ciudad Universitaria, Col. San Manuel
Quimicas Puebla, Pue. C.P. 72540

01(222) 229 55 00 Ext. 7390 y 01 (222) 244 31 06
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BUAgbla, Pue. a 26 de Noviembre de 2018

QFB. MARIA REINA JURADO ANDRADE
QFB. HECTOR CESAR TECOZAUTLA VARE
MC. HUGO LOPEZ AVILA

Con toda atencion comunico a Uds. que se les propone como integrantes de
la Comisién Revisora de Tesis que presenta el (la) Pasante de la Carrera de

QUIMICO FARMACOBIOLOGO
LIMA SANTAMARIA ELESBAN
cuyo titulo es :

"VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA |DENTIEICAQION Y
ENSAYO DE UN ANTIOXIDANTE EN CREMA DE APLICACION TOPICA"

Realizada en el Area de Farmacia;

asimismo, les ruego que a la brevedad posible emitan el dictamen correspondiente.

Atentamente

C.c.p. Archivo

Facultad san Claudio No. 1, Edificio FCQ-9
de Ciencias Ciudad Universitaria, Col. San Manuel
Quimicas Puebla, Pue. C.P. 72540

01 (222) 229 55 00 Ext. 7390y 01(222) 2443106



DIRECCION DE ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE

En relacion al oficio de fecha 5 de Diciembre de 2018, signado por el Coordinador
del Departamento de Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas, me permito
comunicar a Ud. el nombre de los Catedraticos que integran el Jurado de Examen Profesional
de la Carrera de QUIMICO FARMACOBIOLOGO que sustentara:

LIMA SANTAMARIA ELESBAN

JURADO

QFB. MARIA REINA JURADO ANDRADE
QFB. HECTOR CESAR TECOZAUTLA VARELA
MC. HUGO LOPEZ AVILA

Examen que se realizard el dia 8 de Enero de 2019, a las 12:00 horas en
el SALON DE USOS MULTIPLES.

Esperando una respuesta favorable al presente, le reitero mi atenta y distinguida

consideracion

Atentamente

C.c.p. Archivo

Facultad San Claudia No. 1, Edificio FCQ9
e Clencias Caudad Universitaria, Col, San Manuet
Quimicas Puebla, Pu 0

U1 {222) 2293500 Ext, 7330 y 03 (222) 2443105
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ABREVIATURAS

HPLC: Cromatografia liquida de alta afinidad
SSA: Secretaria de Salud

FDA: Food and Drug Administration
GMP’s: Good Manufacturing Procedures
GLP’s: Good Laboratory Procedures
A.O.A.C. The Official Methods of Analysis of AOAC INTERNATIONAL
PVDF: fluoruro de polivinilideno

PDA: Parenteral Drug Association

N/A: no aprobado

min: minutos

nm: nanémetros

°C: grados Celsius

%wi/w: relacién de porcentaje de peso
mg: miligramos

mL: mililitros

g: gramos

%: porcentaje

h: hora

<: menor o igual a

t: tiempo

PA: principio active

ICH: Conferencia Internacional sobre Armonizacion de requisitos técnicos para el registro

de productos farmacéuticos para uso humano
USFDA: Administraciéon de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos
EC: Unién Europea



1.0 INTRODUCCION

La salud es una de las principales preocupaciones de la humanidad, y para mantenerla, los
medicamentos son una de las herramientas mas importantes para hacerlo. Por su efecto en la salud,
los productos de la industria farmacéutica, han alcanzado una gran importancia social en

comparacion con los productos de otras empresas (Salomén, 2006).

La industria farmacéutica es un elemento muy importante de los sistemas de asistencia sanitaria
en todo el mundo; estd constituida por un gran nimero de organizaciones publicas y privadas
dedicadas al descubrimiento, desarrollo, fabricacion y comercializaciéon de medicamentos para la
salud humana y animal. El Sector farmacéutico se enfoca a la investigacion, desarrollo, produccién
y comercializaciéon de productos quimicos o biofarmacos utilizados para la prevencion o tratamiento
de enfermedades (Tait, 2012).

En los paises en vias de desarrollo, el consumo de productos farmacéuticos incrementa cada
vez mas. Algunos de los factores que contribuyen a este crecimiento son el poder adquisitivo, tener
un mayor acceso a los servicios de salud asi como el incremento del gasto gubernamental de salud.
A nivel internacional las principales compafiias que son Pfizer, Astra Zeneca, Bristol Meyer y Sanofi,
enfrentan el reto del vencimiento de las patentes de sus principales productos, lo que ha generado

que los medicamentos genéricos ocupen un mayor numero en el mercado (ProMéxico, 2015).

México se ha convertido en un pais atractivo para invertir en la industria farmacéutica debido a
la mejora que ha tenido a lo largo de los afios en temas importantes como el marco regulatorio y el
aumento en las certificaciones de calidad. México es el segundo mercado farmacéutico mas
importante de America Latina contando con 12 de las 20 empresas mas prestigiadas del mundo,

siendo un importante productor de medicamentos de alta tecnologia (Comercio, 2018).

En México, dentro de las dependencias regulatorias mas importantes, se cuenta con la
Secretaria de Salud (SSA) y a nivel internacional con la Food and Drug Administration (FDA), las
Good Manufacturing Procedures (GMP’s) y Good Laboratory Procedures (GLP’s) (Becker, 2009;
ProMéxico, 2015).

Las GMP’s garantizan que la calidad esté integrada en la organizacioén y el proceso involucrado
en la fabricacion de los productos farmacéuticos. Dichas actividades involucradas en la calidad, van
mas alla que las propias operaciones de fabricacion. Por esta razén, deben de haber métodos
validados que puedan controlar cada etapa del proceso involucrando los materiales, embalajes,
tiempo de fabricacién, materia prima, etc. de los productos terminados. Deben de existir
instrucciones y procedimientos por escrito que cubran el procesamiento de las pruebas, el manejo,
el almacenamiento, la recepcién y el envio. Se deben especificar y poner a disposicién instalaciones

adecuadas, equipos y personal capacitado (Patel, 2008).



El alto nivel de rigor cientifico, junto con procesos detallados de GLP’s, proporciona a las
dependencias regulatorias una mayor confianza tanto en la relevancia como en la calidad de los
estudios cientificos de las GLP’s por cuestiones de seguridad, por tal razon es sumamente
importante para la toma de decisiones regulatorias para proporcionar estudios de gran peso y

confianza (Becker, 2009).

La calidad de datos analiticos es asegurada gracias a la combinacién de un nimero critico

de componentes presentes en el triangulo de calidad. La base de este triangulo es:

*La calificaciéon analitica del instrumento: evidencia que un instrumento es adecuado para el

analisis y que esta propiamente calibrado.

*Idoneidad del sistema y los controles de calidad: que son empleados para demostrar que la
combinacion del sistema y métodos presentados proporcionan un andlisis esperado en tiempo y
forma (Mcpolin, 2009).

Una de las herramientas con las que se cuenta para asegurar la calidad de los productos y
procedimientos, es la validacion de los mismos, por lo cual, la adopciéon de un nuevo método
analitico debe estar soportado por suficientes datos de laboratorio y una validacion documentada,
que cumpla con los requisitos establecidos en México por la Secretaria de Salud y las instituciones
internacionales como FDA y GMP’s (Becker, 2009; Patel, 2008).

En el afio de 1992, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé una guia bajo el titulo
de “Validacion de procedimientos analiticos usados en la examinacion de materiales farmacéuticos”
el cual aparecio en 32 de los reportes emitidos por esta organizaciéon en donde se mencionan las

especificaciones para las preparaciones farmacéuticas (Rajput, 2013).

La palabra validacion no fue mencionada en las GMP’s del afio de 1971, mientras que la
precision y la exactitud fueron declaradas en ese afio como controles de laboratorio. No fue sino
hasta Marzo del afio de 1979 en donde la “validacion” se manejaba de manera implicita en las
GMP’s (Rajput, 2013).

La Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH), ha sido encargada del desarrollo
de las directrices tripartitas armonizadas para su adopcién en los Estados Unidos, Japén y la EC
(Union Europea), la cual ha emitido dos guia llamadas: “Texto sobre validacion de procedimientos

analiticos y “Validacion de metodologia de procedimientos analiticos (Ermer, 2005; Rajput, 2013).

El procedimiento analitico se refiere a la manera en la cual se lleva a cabo un analisis. La
validacion permite comprobar que cualquier procedimiento, proceso, equipo, material, actividad o
sistema funciona adecuadamente bajo un conjunto de condiciones especificas, proporcionando asi,

precisién, sensibilidad, robustez y otros pardmetros requeridos para un analisis (Rajput, 2013).



La validacion de métodos analiticos es requerida para obtener datos de alta calidad y
pueden ser considerados como un complejo de varios pasos que van desde el muestreo hasta la
generacion de resultados. Internacionalmente la validacion es reconocida como métodos para

obtener datos de alta calidad (Eserian, 2015).

La validacion de un procedimiento analitico pretende establecer las caracteristicas de
rendimiento de las aplicaciones analiticas a través de pruebas experimentales, lo que resulta en un

meétodo analitico adecuado para su propdsito (Eserian, 2015).

El objetivo principal de una validacion es producir resultados confiables, reproducibles,
cuantificables, robustos, exactos, precisos y lineales para un analisis de rutina y estabilidad de
andlisis. El desarrollo de un método analitico es el proceso por el cual un método analitico especifico
se desarrollarq para la elaboracién de productos farmacéuticos desde su elaboracién hasta el
producto terminado (Daksh, 2015; Mcpolin, 2009).

Un método analitico lleva acabo las siguientes etapas para poder hacer un analisis. Este
puede incluir: la preparacion de las muestras, los reactivos y los estandares, el uso de la férmula

para realizar los calculos pertinentes, etc.

El uso del método analitico durante el desarrollo y manufactura de un medicamento provee la
siguiente informacion:

e Potencia: lo cual puede relacionarse directamente para el requerimiento de la dosis
conocida.

e Impurezas: que pueden relacionarse con el perfil de seguridad del medicamento.

e Evaluacion de las caracteristicas del medicamento como: la forma cristalina,
uniformidad, propiedades que pueden comprometen la biodisponibilidad (Mcpolin,
2009).

Por tal razén, la validaciéon de un método analitico es de suma importancia en la industria
farmacéutica ya que permite asegurar que la calidad esté incorporada en los procesos que

respaldan el desarrollo y la fabricacion de los medicamentos.

1.1 Tipos de validacion
1.1.1 Existen cuatro tipos de validacion:

1) Validacion prospectiva: Generalmente se lleva a cabo antes de la distribucion de un
producto nuevo o un producto fabricado bajo un proceso de fabricacion revisado. Es un
enfoque cientifico pre-planificado e incluye las etapas iniciales del desarrollo de la
formulacién, el desarrollo del proceso, el establecimiento de planes de muestreo de

procesos, el disefio de registros de lotes, la definiciobn de las especificaciones de las



materias primas, la finalizacién de las pruebas piloto, la transferencia de tecnologia de lotes
de escalado a lotes de tamafio comercial, se realiza un listado de los principales procesos
y controles ambientales.

2) Validacion Concurrente: Proceso en el cual los lotes de produccion actuales son utilizados
para controlar los pardmetros de un procesamiento estudiado. Este tipo de validacion ofrece
un enfoque préctico.

3) Validacién Retrospectiva: Conducido por un producto ya marcado, y es basado en datos
extenso acumulados de una variedad de lotes y por mucho tiempo. Este tipo de validacion
puede ser utilizado para productos mas antiguos que no fueron validados por el fabricante
en el momento en que fueron comercializados y que deben de ser validados.

4) Proceso de re-validacion: Se requiere cuando hay un cambio en cualquiera de los
parametros criticos del proceso de formulacion primaria asi como de componentes del

embalaje, entre otros (Singh, 2016).

1.2 Parametros de Validacion

Linealidad: debe ser determinada independientemente de todas las etapas de la

formulacién durante el desarrollo del farmaco.

e Especificidad: el método debe de tener la habilidad para separar cada impureza
conocida y producto de degradacion a nivel cuantitativo, y si cualquier pico del
placebo o blanco es encontrado debera ser propiamente separado del pico de
impureza y del pico de interés.

e Precision: refleja la proximidad de una serie de mediciones de muestreo mudltiple
obtenidas de la misma muestra bajo la misma condicién al mismo tiempo.

e Repetibilidad: expresa la precision bajo la misma condicién de operacion sobre un
intervalo corto de tiempo.

e Reproducibilidad: expresa la precisién de un método con variaciones en diferentes
dias, analisis y equipos dentro de un laboratorio.

e Exactitud: la precisiéon debe de realizarse en un minimo de cinco niveles de
concentracién y la concentracion maxima seran seis replicados de preparacién y de
concentracién media deberan de ser tres replicados segun el método de prueba
especificado.

e Estabilidad de solucién: es la estabilidad de un solucién estandar y solucion de

muestra extraida (lista para ser usada) de la muestra o matriz y analizada. Debera

de ser almacenada propiamente a temperatura ambiente y refrigerada en

condiciones dependiendo de su estabilidad tanto de la muestra como del estandar.



e Robustez: es la capacidad para permanecer sin ser afectado por pequefios pero
deliberadas variaciones en parametros del método y provee una indicacion de su
fiabilidad durante su uso normal (Eserian, 2015; Khushboo, 2014; Mcpolin, 2009).

La investigacion farmacéutica ha jugado un papel crucial a través de los afios en el
desarrollo de los productos farmacéuticos, y ha sido guiado por la farmacologia y ciencias clinicas,
e impulsado por la quimica, la investigacion farmacéutica, microbiologia y bioquimica que han

permitido el descubrimiento de nuevos medicamentos.

El desarrollo de los medicamentos comienza con la innovacion de una molécula que
muestra una actividad terapéutica para el control o cura de alguna enfermedad. La sintesis y
caracterizacion de cada una de las moléculas empleadas en una formulacidon farmacéutica, son
llamadas principios activos (PA’s) y su andlisis permiten obtener datos preliminares sobre la
seguridad y eficacia terapéutica de éstos, pues son requisitos previos para hacer una identificacion
de ellos y poder llevar a cabo una investigacion mas detallada sobre sus propiedades(Publica,
2010).



2.0 MARCO DE REFERENCIA

2.1 ANTECEDENTES HPLC
En sus inicios los sistemas cromatograficos de liquidos resultaron ineficaces debido a que

la velocidad de flujo de los disolventes dependia de la gravedad, llegando a tardar hasta dias para
lograr la separacién. La cromatografia de gases (GC) en ese momento era mas efectiva que la
cromatografia de liquidos (LC), pero no fue efectiva para algunos quimicos organicos debido a la
inestabilidad térmica de los solutos, teniendo como consecuencia la formulacién de hip6tesis sobre

técnicas alternativas que permitieron el avance de la HPLC (Thammana, 2016).

De acuerdo al trabajo de Martin y Synge en 1941 en la década de los 60 Josef Huber y otros
se logré trabajar con cromatografia de liquidos en el modo de alto rendimiento disminuyendo la
medicion de la molécula de presion debajo de los 150 um y la utilizacién de presion para ampliar la
velocidad de la etapa versatil. La innovacion de Zipax, una molécula externamente permeable, fue
prometedora para la tecnologia HPLC. En la década de 1970 se lograron avances en equipamiento
e instrumentacion comenzando a utilizar bombas e inyectores para realizar una configuracién simple
de un sistema de HPLC (Thammana, 2016).

En 1980 los métodos de HPLC aparecieron por primera vez para ensayos de materiales de
drogas a granel convirtiéndose en el principal método en la USP XXVII y de menor grado, pero uno

de los mas extensos métodos utilizados también en Ph. Eur (Siddiqui, 2017; Thammana, 2016).

La cromatografia es una técnica usada para la separacion de componentes en mezclas de
compuestos distribuidos continuamente entre dos fases: fase moévil y fase estacionaria de manera
continua (Sabir, 2013).

La Cromatografia de acuerdo a la USP se puede definir como: Proceso por el cual un soluto
es separado por un proceso diferencial de migracion en un sistema que consiste en dos o més fases

la cual una de ellas se mueve continuamente en una direccion dada (Sabir, 2013).

La cromatografia liquida de alto rendimiento es una técnica especifica usada para la
separacion, identificaciéon y cuantificacion de cada componente de una mezcla de complejos
encontrados en sistemas quimicos o biolégicos siendo una técnica avanzada de cromatografia
liquida en columna donde generalmente el solvente fluye a través de la columna forzado por altas

presiones para que la muestra se pueda separar (Malviya, 2010; Siddiqui, 2017; Thammana, 2016).

Hay distintos tipos de cromatografia liquida de alto rendimiento las cuales dependen del

sistema de fase utilizado en el proceso:

Cromatografia de fase normal: En el modo de fase normal la separacion se basa en la

polaridad la fase estacionaria es polar se utiliza principalmente silice y la fase movil es no polar se
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utiliza hexano, cloroformo y éter dietilico. En esta técnica los componentes no polares viajan rapido
y son eluidos primero: Esto es debido a la menor afinidad entre los componentes no polares y la
fase estacionaria. Los componentes polares son retenidos por mayor tiempo por su mayor afinidad
con la fase estacionaria, estos componentes por lo tanto toman mas tiempo en eluir, las muestras

polares se conservan en la columna (Malviya, 2010; Sabir, 2013; Thammana, 2016).

Cromatografia de fase invertida: En este modo la fase estacionaria es no polar
empaquetada con grupos funcionales octyl u octa decyl depositado en el gel de silica y la fase mévil
que es un solvente polar. Los componentes polares eluyen primero y los componentes no polares
son retenidos mayor tiempo, Funciona segun el principio de las interacciones hidréfobas, que
resultan de las fuerzas repulsivas entre un eluyente polar, el analito relativamente no polar y la fase
estacionaria no polar, La union del analito a la fase estacionaria es proporcional al &rea de superficie
de contacto alrededor del segmento no polar de la molécula de analito en asociacién con el ligando
en el eluyente acuoso, en fase acuosa permite utilizar un soluto secundario quimicamente en

equilibrio para controlar la retencion y la selectividad (Malviya, 2010; Sabir, 2013; Thammana, 2016).

Cromatografia de exclusion de tamafio: También llamada cromatografia de filtracién en gel,
separa principalmente las particulas en funcién a su peso molecular, moléculas grandes eluyen
primero y las moléculas pequefias al Ultimo. La columna se incorporara con moléculas de sustrato
controladas con precision. Este método se utiliza cuando la mezcla contiene componentes con una
diferencia de masa molecular de al menos 10%. Util para determinar la estructura terciaria y la
estructura cuaternaria de proteinas y aminoacidos. Esta técnica es ampliamente utilizada para la
determinacion del peso molecular de los polisacaridos (Malviya, 2010; Sabir, 2013; Thammana,
2016).

Cromatografia de intercambio iénico: en la cromatografia de intercambio, la retencion se
basa en la atraccion entre los iones de soluto y los sitios cargados unidos a la fase estacionaria. La
fase estacionaria tiene una superficie cargada iénicamente opuesta a la carga de la muestra
conteniendo grupos idénicos como: NRs* SOs los cuales interactdan con el grupo iénico de las
moléculas de la muestra. Se excluyen los iones de la misma carga. La fase movil utilizada es un
tampon acuoso que controlard el pH y la fuerza i6nica. Esta forma de cromatografia se usa
ampliamente en purificacion de agua, cromatografia de intercambio idnico de proteinas, Esta técnica
es adecuada para la separacion de solo moléculas cargadas. Cambiando el pH y la concentracion

de la sal puede modular la retencién (Malviya, 2010; Sabir, 2013; Thammana, 2016).

Cromatografia de bioafinidad: separacién basada en la interaccion reversible especifica de
proteinas con ligandos. Los ligandos se unen covalentemente al soporte sélido en una matriz de
bioafinidad, retiene proteinas con interaccion con los ligandos unidos a la columna, eluyendo de dos

maneras:



* Elucién bioespecifica: inclusion del ligando libre en el buffer de elucién que compite con el ligando

unido a la columna.

e Elucion especifica: cambio en el pH, sal, etc. que debilita la interaccion de la proteina con

el sustrato unido a la columna.

Debido a la especificidad de la interaccién, la cromatografia de bioafinidad puede resultar

en una purificacion muy alta en un solo paso (Malviya, 2010).

Cromatografia por afinidad: Esta técnica utiliza interacciones bioquimicas altamente
especificas para la separacién. La fase estacionaria contiene grupos especificos de moléculas que
pueden absorber la muestra si se satisfacen ciertas condiciones relacionadas con la carga y cierto
estérico. Esta técnica se puede utilizar para aislar proteinas, enzimas y anticuerpos de mezclas

complejas (Sabir, 2013).



3.0 JUSTIFICACION

En México, como en todo el mundo, la industria farmacéutica ha logrado ser un pilar importante
para el desarrollo y estabilidad social. Mantener la salud es y ha sido fundamental por toda persona,
y para lograrlo, es necesario el consumo de medicamentos sin importar el poder adquisitivo del
consumidor; sin embargo, la principal caracteristica que se busca en ellos es la calidad del producto,
y para lograr dicha calidad, se somete al medicamento por diversas pruebas y analisis desde su
fabricacion hasta el tiempo de vida Util que pueda tener, se cuentan con numerosas dependencias
regulatorias en el mundo para evaluar y dar veracidad a la calidad de los medicamentos y brindar

confianza a la hora de consumirlos.

La forma en que un medicamento puede demostrar su calidad a estas dependencias es
mediante las validaciones de procedimientos analiticos en cada etapa de su elaboracién, dichas
validaciones son requeridas para obtener datos confiables de alta calidad, reproducibles,
cuantificables, robustos, exactos y lineales mediante pruebas experimentales en el laboratorio.
Existen numerosas técnicas para validar el método analitico de un medicamento, pero sin duda, la
mas comun por su eficacia de separacioén, identificacion y cuantificaciones es la cromatografia

liquida de alto rendimiento (HPLC).

Por tal razén, este trabajo se basa en la validacién de un método analitico para una crema de
aplicacion tépica, asegurando la identificacion y ensayo del antioxidante presente en ella mediante
la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), con la finalidad de demostrar que se
trata de un producto estable, confiable y seguro, brindado asi, un producto de calidad al consumidor
que al mismo tiempo genera a la empresa productora prestigio, seguridad, preferencia del publico
por el consumo de sus productos y por ende ganancias, satisfaccion por el hecho de ser reconocido

por sus calidad de productos.



4.0 OBJETIVOS

Objetivo general:

Validar el método analitico que permita garantizar la identificacion y ensayo de un antioxidante

presente en una crema de aplicacién topica

Objetivos especificos:

o Demostrar la estabilidad del antioxidante bajo condiciones a temperatura ambiente y en
refrigeracion.

e Demostrar que el antioxidante puede ser detectable y cuantificable a diferentes
concentraciones.

e Demostrar que el método analitico es especifico para el antioxidante.

e Verificar que el método analitico es reproducible.
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5.0 METODOLOGIA

Obtencién de muestra y
esténdar

Preparacion de muestra
y estandar

Pardmetros analizados

Estudio de
Especificidad Exactifud Linealidad Robustez Precision Estabilidad P
Inyeccién en equipo Obtencién de -
HPLC resultados Andlisis de datos

Figura 1. Diagrama de trabajo.
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5.1 Parametros de validacion

Los parametros de validacion examinados durante la validacion acorde a <1225> de USP
32 y el pag <450> de FEUM 112 son enlistados en la tabla 1:

Tabla 1: Paradmetros de Validacién.

Pardmetros de Validacion Examinado
Especificidad e Identificacién Si
Exactitud Si
Precision:
Repetibilidad del Sistema (Precision del Si
Sistema)
Repetibilidad del Andlisis (Precisién del Si
Andlisis)

Precisién Intermedia/Reproducibilidad Si
Limite de Deteccion No
Limite de Cuantificacion/Reporting Threshold No
Linealidad Si
Intervalo Si
Robustez Si
Estabilidad de Soluciones Si
Estudio de Filtracion Si
Factor de Respuesta Relativo No
Adecuabilidad del sistema Si

5.2 Parametros de andlisis

El método de analisis consta de una extraccién de la muestra con solvente orgénico,
analizado por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucion y realizando una cuantificacion

con respecto a un estandar de concentracién conocida.

Tabla 2. Parametros de Analisis.

Condiciones HPLC

v Columna: YMC ODS-A, 120A, TP 3 ym, Dimensiones: 15
cm x 4.6mm Numero de parte: AA12S03-
1546WT

v Velocidad de flujo: 1.0 mL/min

v Longitud de onda 220 nm
PDA 200 — 400 nm

v Temperatura de analisis: Temperatura ambiente
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v Tiempo de corrida: 40 min

Los compuestos que seran evaluados durante esta validacion estan enlistados en la tabla 2:

Tabla 3: Tabla de compuestos.

Compuesto Descripcién
Antioxidante N/A
Muestra crema Muestra 3
Placebo — 1 Muestra 1
Placebo — 2 Muestra 2

5.3 Especificidad e Identificacion

Tabla 4. Metodologia y criterios de aceptacidén de los parametros de especificidad e identificacién.

METODOLOGIA

La especificidad del método para la identificacion y Ensayo seran demostrados analizando las siguientes soluciones:
e Solucién Blanco
e Muestra 1
e Muestra 2
o Placebo estresado térmicamente: muestra 1
¢ Placebo estresado térmicamente: muestra 2
¢ Placebo estresado con luz: muestra 1
* Placebo estresado con luz: muestra 2
e Solucién estandar de trabajo de antioxidante.
e Solucién de Ingrediente Farmacéutico Activo
® Solucion de Conservador
e Solucién muestra para identificacion y ensayo de antioxidante.

e Solucién muestra estresada térmicamente para identificacion y ensayo de antioxidante. Almacenada 10 dias a 50
°C.

e Solucién muestra estresada con luz para identificacion y ensayo de antioxidante. Expuestas a 1.2 millones Lux h
condiciones de luz ICH.

La identificacion del antioxidante basada en tiempo de retencién seré evaluada durante la validacion del método.

CRITERIO DE ACEPTACION
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ESPECIFICIDAD

PARAMETRO CRITERIO

Preferiblemente ausentes, si se observa interferencia con otros picos de interés,
correccion por blanco es excepcionalmente permitida si los criterios de aceptacion de
todas las pruebas cromatogréficas de la validaciéon del método se cumplen.

Picos de Blanco

Picos de Placebo Deberian estar separados del antioxidante

Cualquier otro pico Deberian estar separados del antioxidante

IDENTIFICACION

Identificacion del
Antioxidante basada en | El intervalo de tiempo de retencion del antioxidante en la solucion muestra es + 5% con
el tiempo de retencién | respecto al tiempo de retencion del antioxidante en la primera inyeccion de la solucion de
referencia réplica 1 de 5.

5.3.1 Secuencia de inyeccién

Tabla 5. Secuencia de inyeccidon de los parametros de especificidad e identificacion.

Numero de
inyecciones
Solucidn blanco 2
Solucion Estandar de Trabajo de Antioxidante
Segunda Solucién Estandar de Trabajo de
Antioxidante

N\A Solucién placebo muestra 1

Solucién placebo muestra 2

Muestra Crema

Solucidn de Ingrediente Farmacéutico Activo
Solucién de Conservador

Solucidn placebo muestra 1

DEGRADACION TERMICA | Solucién placebo muestra 2

Muestra Crema

N\A Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante
Solucidn placebo muestra 1
FOTODEGRADACION Solucién placebo muestra 2

Muestra Crema

N\A Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante

Degradacion Secuencia

NP RINRPIRIR|R|R|R|RR| N o

5.4 Exactitud

Tabla 6. Metodologia y criterios de aceptacién del parametro de exactitud.

METODOLOGIA

La exactitud sera evaluada usando un minimo de 9 determinaciones independientes sobre un
minimo de 3 concentraciones (n = 3 en cada nivel) abarcando el intervalo especificado (60.0, 100.0 y
140.0%) de la concentracion nominal para conservadores.
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Cada concentracion sera preparada 3 veces de 3 soluciones stock preparadas y que contienen
placebo (sin antioxidante) al 100% w/w.

La exactitud se calculard como % de recobro y el recobro promedio debera ser calculado a cada
nivel de concentracion.

CRITERIO DE ACEPTACION
Nivel de Concentracion
Recobro individual % Recobro promedio %
60.0% 95.0 < % Recobro <105.0 97.0 £ % Recobro < 103.0
100.0% 95.0 < % Recobro < 105.0 97.0 < % Recobro < 103.0
140.0% 95.0 < % Recobro < 105.0 97.0 <% Recobro <103.0

5.4.1 Secuencia de inyeccién

Tabla 7. Secuencia de inyeccion de parametro de exactitud.

Numero de
inyecciones
Solucién blanco 2
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante
Segunda Solucién Estandar de Trabajo de
Antioxidante

Exactitud de antioxidante al 60%-M1
Exactitud de antioxidante al 60%-M2
Exactitud de antioxidante al 60%-M3
Exactitud de antioxidante al 100%-M1
Exactitud de antioxidante al 100%-M2
Exactitud de antioxidante al 100%-M3
Exactitud de antioxidante al 140%-M1
Exactitud de antioxidante al 140%-M2
Exactitud de antioxidante al 140%-M3
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante

Secuencia

NR(RRRRRIRrIRIR N (O

5.5 Precisién

Tabla 8. Metodologia y criterios de aceptacién del pardmetro de precision.

5.5.1 REPETIBILIDAD DEL SISTEMA ) CRITERIO DE
La repetibilidad del Sistema es determinada PARAMETRO ACEPTACION
de 5 réplicas de inyecciones de la misma
solucién de referencia. %RSD <15
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5.5.2 REPETIBILIDAD DEL ANALISIS

La repetibilidad del Analisis sera evaluada
usando 6 preparaciones individuales de
muestra al 100% de la concentracién
nominal, por un analista en un instrumento en
una secuencia de andlisis.

Reportar: Pesos, respuestas, resultados de
ensayo, % RSD vy criterio de aceptacion.

PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

% RSD

5.5.3 PRECISION INTERMEDIA / REPRODUCIBILIDAD

método analitico.

material de empaque de la columna.

Reportar:

Pesos, respuestas, resultados de ensayo, % RSD, criterios de aceptacion

Dos analistas prepararan cada uno el mismo lote 6 veces y analizaran sus soluciones muestra y
referencia preparadas individualmente en dias diferentes de acuerdo a la descripcion del

Preferiblemente son usados diferentes instrumentos, de diferentes marcas y diferentes lotes de

CRITERIOS DE ACEPTACION

concentration

0, i i 0,
Intervalo de )% Diferencia % RSD pgra cada % RSD combinado
Concentracion Absoluta analista
5 -
100 %, w/w of nominal <50 <30 <30

5.5.1 Repetibilidad del sistema

5.5.1.1 Secuencia de inyeccién

Tabla 9. Secuencia de inyeccion de la repetibilidad del sistema del pardmetro de precision.

. Numero de
Secuencia . .

inyecciones
Solucién blanco 2
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 5
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5.5.2 Repetibilidad del analisis

5.5.2.1 Secuencia de inyeccion

Tabla 10. Secuencia de inyeccion de la repetibilidad del analisis del parametro de precisién.

Secuencia

Numero de
inyecciones

Solucién blanco

2

Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante

Segunda Solucién Estandar de Trabajo de
Antioxidante

Crema-M1

Crema-M2

Crema-M3

Crema-M4

Crema-M5

Crema-M6

Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante

NR(RRRRR N (;

5.5.3 Precisién intermedia

5.5.3.1 Secuencia de inyeccién

Tabla 11. Secuencia de inyeccion de la precision intermedia del parametro de precision.

Secuencia

Numero de
inyecciones

Solucién blanco

2

Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante

Segunda Solucién Estandar de Trabajo de
Antioxidante

Crema-M1

Crema-M2

Crema-M3

Crema-M4

Crema-M5

Crema-M6

Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante

NRRRrRIRIR N (o

En esta seccion se reporta la informacion y los resultados obtenidos en las pruebas de

precision.

Tabla 12. Informacién de la prueba de precision intermedia.

Analista 1

Analista 2

Fecha de Analisis:

23NOV17

08DIC17
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Identificacion de HPLC

MX_LC_TS_045
Alliance Blue (HPLC)

MX_LC_TS_035
Acquity Clase H

(UPLC)
Columna Numero de Parte: 0415224510 0415242432
Numero de Lote: 11857 13077
Metanol usado Marca: BDH BDH
NUmero de Lote: 17060464 161194013
Acetonitrilo usado Marca: BDH BDH
Nimero de Lote: 17010110 17010110
Acido o-fosférico Marca: Merck Merck
usado Numero de Lote: K44883873 342 K45738473 427
NUumero de Parte: SLHVM25NK PVDF SLHVM25NK
Filtro de jeringa Tipo de Membrana: PVDF PVDF
Tamafio de Poro: 0.45um 0.45um
Numero de Lote: R7AAG0800 R7AAG0800

5.6 Limite de deteccion

El limite de deteccidn no es aplicable para la identificacion y el ensayo de Antioxidantes, por lo

tanto, no se generan resultados analiticos.

5.7 Limite de cuantificacion
El limite de cuantificacidon no es aplicable para la identificacion y el ensayo de Antioxidantes, por lo

tanto, no se generan resultados analiticos.

5.8 Reporting threshold (RT)

Reporting Threshold no es aplicable para la identificacién y el ensayo de Antioxidantes, por lo tanto,

no se generan resultados analiticos.

5.9 Linealidad

Tabla 13. Metodologia y criterios de aceptacion del pardmetro de Linealidad.

METODOLOGIA

60.0 — 80.0 — 100.0 — 120.0 — 140.0 %w/w.

Cada solucién contiene activo y placebo al 100.0%

Por la Linealidad del Antioxidante serd demostrada con las siguientes concentraciones:
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La linealidad pude ser inferida de los resultados de exactitud, seccién 6.1, respectivamente de
las primeras preparaciones de cada nivel de concentracion y no de los valores promedio, con
adicién de 2 niveles de concentracion intermedios.

CRITERIO DE ACEPTACION

% RSD de los

60.0% - 140.0%

Concentracion (%, w/w) r Factores de Visual
Respuesta
Conservador
20.995 <4.0 Lineal

Concentraciones, respuestas, coeficiente de correlacién r,
Reportar: pendiente, intercepto, % RSD de factores de respuesta, grafico de
linealidad y criterio de aceptacion

5.9.1 Secuencia de inyeccién

Tabla 14. Secuencia de inyeccion del parametro de linealidad.

Secuencia

Numero de
inyecciones

Solucién blanco

2

Solucién Estandar de Trabajo de antioxidante

Segunda Solucion Estandar de Trabajo de antioxidante

Linealidad de antioxidante al 60%

Linealidad de antioxidante al 80%

Linealidad de antioxidante al 100%

Linealidad de antioxidante al 120%

Linealidad de antioxidante al 140%

Solucién Estandar de Trabajo de antioxidante

NP (R RP kRN o

5.10 INTERVALO

Tabla 15. Metodologia de la medicién del Intervalo.

METODOLOGIA

REPORTAR

Linealidad, Precision y Exactitud.

El intervalo es derivado de los resultados de

Las concentraciones mas alta y mas baja
para las cuales Exactitud, Precision y
Linealidad son demostradas y deben ser
reportadas
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Se establece confirmando que el método de
ensayo cromatografico proporciona un grado
aceptable de Linealidad, Exactitud y Precision.

5.11 ROBUSTEZ

Tabla 16. Metodologia y criterios de aceptacion del pardmetro de Robustez.

METODOLOGIA

pretende durante el uso normal.

Esas variaciones pueden dividirse en dos:
-Cambios en condiciones cromatograficas.
-Cambios en preparacion de la muestra.

Las variables experimentales que puede influenciar en el desempefio del método cromatografico
seran variadas sisteméticamente para asegurar que el método cromatogréafico funciona como se

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

PREPARACION DE MUESTRA

La robustez de las condiciones cromatograficas
sera evaluada sobre soluciones que contienen:

1) Activo + placebo + conservadores
2) Solucién Estandar de Trabajo de

Antioxidante

Variando los siguientes pardmetros:
v" Velocidad de Flujo

v' Composicion de fase movil

La robustez de la preparacién de muestra para
ensayo puede ser evaluada variando los
siguientes paradmetros:

v' Parametros de agitacién

e Tiempo

v/ Pardmetros de sonicacion

o Temperatura programada del bafio de
ultrasonido.

e Tiempo

PARAMETRO

EVALUAR

CRITERIO

Factor de simetria en la primera inyeccion
del Estdndar de Trabajo de Antioxidante

0.8 < Factor Simetria < 1.5

CROMATOGRAFICO

Desviacién Estandar Relativa (% RSD) de
areas de Antioxidante de las 5
inyecciones sucesivas de Estandar de
Trabajo de Antioxidante.

% RSD £ 2.0

Antioxidante

% Recobro de Antioxidante en la segunda
Solucion Estandar de Trabajo de

98.0% < Recobro <
102.0%

PREPARACION DE
MUESTRA

% Diferencia absoluta

£3.0%

Reportar: Los parametros e intervalos evaluados, resolucion y factor de simetria, pesos de
muestra, respuestas, resultados, % de diferencia absoluta, criterios de aceptacion.
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NOTA: En casos donde un efecto es observado, se presentaran los resultados del instrumento
representativo

NOTA: Los parametros a evaluar se seleccionan debido a la mayor probabilidad de que se
modifiquen durante la ejecucion del analisis de rutina y porque tienen un efecto en el desempefio
del método analitico.

5.11.1 Secuencia de inyeccion

Tabla 17. Secuencia de inyeccion del parametro de robustez.

. . Numero de
Parametro Secuencia . .
inyecciones
Solucién blanco 2
N\A Solucion Estandar de Trabajo de Antioxidante 5
Segunda Solucién Estandar de Trabajo de 2
Antioxidante
Tiempo de Agitacién: 1 min Muestra Crema 1
Tiempo de Agitacién: 3 min Muestra Crema 1
Temperatura Sonicador: 30°C | Muestra Crema 1
Temperatura Sonicador: Muestra Crema
) 1
Temperatura Ambiente
Tiempo de sonicado: 10 min Muestras Crema 1
Tiempo de Sonicado: 20 min | Muestras Crema 1
N\A Solucion Estandar de Trabajo de Antioxidante 2

5.11.2 Robustez en condiciones cromatograficas

Tabla 18. Robustez en condiciones cromatograficas.

Analizar la siguiente secuencia de inyeccién para cada velocidad de flujo programada:

. Numero de
Secuencia . .

inyecciones
Solucién blanco 2
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 5
Segunda Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 2
Muestra Crema 1
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 2
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5.11.3 Composicion de la fase movil

Tabla 19. Composicién de la fase mévil cromatografica.

Analizar la siguiente secuencia para cada fase moévil preparada:

. Numero de
Secuencia . .

inyecciones
Solucién blanco 2
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 5
Segunda Solucién Estandar de Trabajo de 5

Antioxidante

Muestra Crema 1
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 2

5.12 Estabilidad de la solucién

Tabla 20. Metodologia y criterios de aceptacion del pardmetro de estabilidad de la solucién.

METODOLOGIA

CRITERIO DE ACEPTACION

La estabilidad sera evaluada en las siguientes
soluciones:

v" Solucion Estandar stock de Antioxidante
v" Solucion Estandar de trabajo de Antioxidante
v' Segunda Solucién de trabajo de Antioxidante
v" Solucion Muestra
v' Fase Movil
El periodo de Estabilidad sera determinado durante
un minimo de 7 dias

El estudio sera realizado usando matraces
volumétricos de vidrio transparente. El tiempo inicial
para iniciar el estudio de estabilidad es el momento
en el cual el solvente de dilucidn es adicionado. En la
solucion de referencia solo el activo y conservadores
debe ser evaluado.

Las condiciones de almacenamiento son a
temperatura ambiente y refrigeracion.

Concentracion Diferencia

del Conservador Absoluta entre el
valor inicial y

(% wiw) valor al tiempo t

70.0<y=<130.0 <3.0

Debe cumplir
criterios de
Adecuabilidad del
Sistema
Fase Movil mencionados en
la seccion 4.0
inciso d.
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La fase movil sera almacenada en condiciones de
temperatura ambiente del laboratorio.

Reportar: Valores iniciales, valores en cada tiempo t, % de diferencia absoluta del conservador
entre el tiempo inicial y el tiempo t.

Se colocaron esas soluciones bajo las siguientes condiciones de almacenamiento en sus

respectivos matraces volumétricos:

Tabla 21. Condiciones de almacenamiento de muestras y estandares para la medicién del

parametro de estabilidad de la solucion.

Tiempo Tempertaura ambiente (25 = 3 °C) Refrigeracion (5 £ 2°C)
(horas)

Stock Ref Trabajo Crema M1 Stock Ref Trabajo Crema M2

192 Ref Ref

5.12.1 Secuencia de inyeccién

Analizar la siguiente secuencia de inyeccién para el tiempo cero:

Tabla 22. Secuencia de inyeccion del parametro de estabilidad de la solucion del tiempo cero.

. Numero de
Secuencia . .

inyecciones
Solucién blanco 2
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 5
Segunda Solucion Estandar de Trabajo de 5

Antioxidante

Muestra Crema 1
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 2

5.12.2 Secuencia de inyeccién

Analizar la siguiente secuencia de inyeccion para el periodo de estabilidad:
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Tabla 23. Secuencia de inyeccidn para la medicidn del periodo de estabilidad.

. Numero de
Secuencia . .
inyecciones
Solucién blanco 2
Soluciones recién preparadas Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 5
prep Segunda Solucion Estandar de Trabajo de 2
Antioxidante
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 1
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante
Almacenada 192 horas a . .
. (preparada de la solucion estandar stock 1
temperatura ambiente
almacenada)
Muestra Crema- M1 1
Segunda Solucion Estandar de Trabajo de 1
Antioxidante
Almacenada 192 horas en Segunda Solucién Estdndar de Trabajo de
refrigeracion Antioxidante (Check preparado de la solucion 1
estandar stock almacenada)
Muestra Crema- M2 1
Solucioén recién preparada Solucion Estandar de Trabajo de Antioxidante 2

5.12.3 Fase movil

Almacenar la fase mévil a temperatura ambiente y usarla después de 19 dias.

5.12.3.1 Secuencia de inyeccién

Analizar la siguiente secuencia de inyeccion para el periodo de estabilidad evaluados:

Tabla 24. Secuencia de inyeccion para la medicion de la fase mavil.

. Numero de
Secuencia . .

inyecciones
Solucién blanco 2
Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 5
Segunda Solucién Estandar de Trabajo de Antioxidante 2

5.13 Estudio de Filtracion

Tabla 25. Metodologia y criterios de aceptacidn del pardmetro de Estudio de Filtracidn.

METODOLOGIA

CRITERIO DE ACEPTACION

El filtro usado es especificamente
caracterizado en el método cromatografico.

Concentracién

Diferencia Absoluta
% wiw entre soluciones
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El filtrado colectado de la solucién muestra y
blanco para determinacion de ensayo seran

filtradas y
centrifugadas

analizados y comparados con las mismas

muestras centrifugadas (no filtradas). 70.0=y=<130.0 £3.0

Reportar: Los resultados de las muestras filtradas y las muestras centrifugadas, % de
diferencia relativa y evaluacion de contaminantes.

5.13.1 Secuencia de inyeccion

Tabla 26. Secuencia de inyeccion para la medicién del estudio de filtracién.

. Numero de
Secuencia . .
inyecciones
Solucién blanco 2
Solucion Estandar de Trabajo de Antioxidante 5
Segunda Solucién Estdndar de Trabajo de Antioxidante 2
Solucién Blanco 1
Blanco Filtro A 1
Blanco Filtro B 1
Blanco Filtro C 1
Muestra Centrifugada 1
Muestra Filtro A 1
Muestra Filtro B 1
Muestra Filtro C 1
Solucién Estandar de Trabajo de antioxidante 2
Tabla 27. Filtros de jeringa usados en estudio de filtracidn.
Tipo de filtro Diémetro de | Tamafio de Marca
filtro poro pm
6872-2504 GD/X™25 Syringe Filter o5 045 Whatman
with 0.45um PVDF Membrane '
SLHV033NK Millex® HV Syringe a3 0.45 M;'!'pore'
Filter with Durapore® PVDF ’ 'gma
SLHVM25NK PVDF with graduated - 045 N:Ie rek
glass fiber prefilter, 25 mm ’ Millipore

5.14 Factor de respuesta relativo

El factor de respuesta relativo no es aplicable para Identificacion y Ensayo de antioxidante, por lo

tanto, no se generaron resultados analiticos.
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5.15 Prueba de Adecuabilidad del sistema

Tabla 28. Metodologia de Adecuabilidad del sistema.

METODOLOGIA

REPORTAR

Los resultados de la Adecuabilidad del
Sistema generados durante la validacién
analitica del método son reportados en el
Reporte de Validacién del Método
Cromatografico.

El Factor de simetria debe ser reportado. No
hay un criterio de aceptacion definido para
este factor. El factor de simetria es una
medida de la simetria del pico de interés.

En la solucion estandar de trabajo evaluar:

Resolucién (Si aplica)

Factor de Simetria (USP)

Platos Tedricos (USP)

% RSD de areas del pico de
Antioxidante

En la segunda solucién de estandar de trabajo
evaluar:

AN

v" % Recobro
En la solucion estandar de trabajo (Bracketing)
evaluar:

v" % RSD de areas del pico de
Antioxidante

5.15.1 Informacién de prueba de Adecuabilidad del sistema

La informacién de la Prueba Adecuabilidad del Sistema generada durante la Validacion del

método es enlistada en las Tablas 48, 49 y 50.
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6.0 RESULTADOS

A continuacidn se muestra un cromatograma tipico obtenido en las condiciones de analisis

utilizadas.
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Figura 2. Cromatograma tipico de las condiciones de analisis empleadas.

Acercamiento en la regidn de interés:
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Figura 3. Cromatograma en donde se muestra el acercamiento de la region de interés.

6.1 Resultados para Especificidad

70

El orden de elucidn se ha determinado por el Ingrediente Farmacéutico Activo el

conservador y antioxidante. Los tiempos de retencidon se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 29. Tiempos de retencién de los componentes de la muestra de crema topica.

Tiempo de retencién

Componente Descripcion (min)
Conservador Conservador 1.86
Antioxidante Conservador 4.67
Ingredlente Farmaceutico Ingrediente Farmacéutico Activo 6.43
Activo

Rel-Placebo-1 Placebo 10.36
Rel-Placebo-2 Placebo 18.17
Rel-Placebo-3 Placebo 21.26

Tabla 30. Tabla de respuestas en base al area y tiempo de retencion de cada solucién

analizada:
NOMBRE DE SOLUCION a . .
e, DESCRIPCION NOMBRE DEL COMPONENTE AREA (uVsec) TR (min)
BLANCO NO DEGRADADA | SENAL BLANCO 36281.00 4.075
ESTANDAR DE TRABAJO DE SENAL BLANCO 37458.15 4.064
ANTIOXIDANTE NO DEGRADADA ANTIOXIDANTE 341974.90 4,671
CONSERVADOR 708548.4 1.841
SENAL BLANCO 36170.99 4.027
RELATIVO 1 40116.15 5.600
RELATIVO 2 46551.55 5.899
NO DEGRADADA | RELATIVO 3 23473.56 6.203
INGREDIENTE FARMACEUTICO ACTIVO 164001.3 6.445
PLACEBO 1 145134.26 10.471
PLACEBO 2 135804.78 18.435
PLACEBO 3 252218.37 21.588
CONSERVADOR 704274.90 1.867
RELATIVO 1 35697.34 5.538
RELATIVO 2 39789.84 5.832
MUESTRA 1 TERMICAMENTE | RELATIVO 3 21536.71 6.132
DEGRADADO INGREDIENTE FARMACEUTICO ACTIVO 162310.90 6.365
PLACEBO 1 135982.88 10.246
PLACEBO 2 133647.46 17.923
PLACEBO 3 248438.68 21.002
CONSERVADOR 633983.02 1.884
RELATIVO 1 55840.63 5.580
RELATIVO 2 44777.19 5.871
RELATIVO 3 24930.81 6.179
FOTO-DEGRADADO INGREDIENTE FARMACEUTICO ACTIVO 82041.16 6.416
PLACEBO 1 174616.32 10.343
PLACEBO 2 173389.24 18.110
PLACEBO 3 310629.86 21.148
SENAL BLANCO 36405.86 4.02
PLACEBO 1 178794.46 10.475
NO DEGRADADA PLACEBO 2 119385.2 18.418
PLACEBO 3 246040.68 21.582
. PLACEBO 1 179963.39 10.234
MUESTRA 2 TEIEE%L:::I;\;I\ENO-F E PLACEBO 2 126937.61 17.868
PLACEBO 3 259506.93 20.943
INGREDIENTE FARMACEUTICO ACTIVO 20393.43 6.594
PLACEBO 1 443116.88 10.384
FOTO-DEGRADADO PLACEBO 2 310827.36 18.174
PLACEBO 3 617636.71 21.013
CONSERVADOR 719922.87 1.839
MUESTRA 3 NO DEGRADADA | SENAL BLANCO 35638.27 4.014
ANTIOXIDANTE 362769.89 4.667
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NOMBRE DE SOLUCION

ANALIZADA DESCRIPCION NOMBRE DEL COMPONENTE AREA (pVvsec) TR (min)
RELATIVO 1 18649.38 5.598
RELATIVO 2 18870.10 5.899
RELATIVO 3 14017.17 6.212
INGREDIENTE FARMACEUTICO ACTIVO 40096.18 6.445
PLACEBO 1 140338.37 10.468
PLACEBO 2 135463.96 18.434
PLACEBO 3 248063.55 21.577
CONSERVADOR 745828.68 1.868
ANTIOXIDANTE 362319.07 4.649
RELATIVO 1 20290.94 5.545
. RELATIVO 2 18081.49 5.839
TESQQ?:&ENOTE RELATIVO 3 ] 14831.12 6.152
INGREDIENTE FARMACEUTICO ACTIVO 39367.68 6.377
PLACEBO 1 131186.75 10.269
PLACEBO 2 136378.25 17.975
PLACEBO 3 244828.54 21.060
CONSERVADOR 743207.26 1.882
ANTIOXIDANTE 367543.14 4.674
RELATIVO 1 37586.42 5.573
RELATIVO 2 23561.99 5.847
FOTO-DEGRADADO | RELATIVO 3 16606.37 6.182
INGREDIENTE FARMACEUTICO ACTIVO 16355.32 6.414
PLACEBO 1 139249.74 10.334
PLACEBO 2 144622.65 18.094
PLACEBO 3 255997.79 21.174

¢ Ningun pico del blanco interfiere con el pico de interés (Antioxidante)

¢ Ningun pico de placebo interfiere con el pico de intereés.

e El conservador y antioxidante estan separados entre si y del IFA.
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Figura 4. Cromatograma de Especificidad de muestra 1. Especificidad: Superposicién de
cromatogramas de: muestra 1 (Inicial, Foto y térmicamente degradado), soluciones de blanco,
Ingrediente Farmacéutico Activo y Conservador.
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Figura 5. Cromatograma de Especificidad de muestra 2. Especificidad: Superposicién de

cromatogramas de: muestra 2 (Inicial, Foto y Térmicamente degradado), soluciones de blanco,

Ingrediente Farmacéutico Activo y Conservador.
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Figura 6. Cromatograma de Especificidad de muestra de crema tdpica. Especificidad:
Superposicién de cromatogramas de: Muestra de Crema (Inicial, Foto y Térmicamente degradada),
soluciones de Placebo con Ingrediente Farmacéutico Activo y sin Antioxidante, blanco y Estandar
primario de antioxidante.

6.1.1 Resultados para identificacion basados en tiempo de retencion

La ventana de tiempo de retencidn fue evaluada durante la validacién. El intervalo de
tiempo de retencion del antioxidante en la solucién muestra es +5% del tiempo de retencién del

antioxidante en la primera inyeccion de la solucidn de referencia de la réplica 1 de 5.

6.1.2 Resultados para Identificaciéon basada con LC-PDA

Ver figuras 7, 8, 9, y tabla 31.
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Figura 8. Espectro de estandar de antioxidante y muestra 1 adicionado con antioxidante.
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Figura 9. Espectro de pico de antioxidante en solucion muestra de crema tépica y solucion estandar
de trabajo del antioxidante.

Tabla 31. Identificacidon de antioxidante con LC-PDA

Placebo Estandar de
Placebo .. Crema Trabajo de
Adicionado ..
Antioxidante
Maxima A - 200.4 200.4 200.4
(nm)
Diferencia* N.A. 0 0 0
Criterio No hay <2nm <2nm <2nm
interferencia
Cumple/
Cumple Cumple Cumple Cumple
cumple

*Diferencia entre la longitud de onda méxima absorbancia del espectro de Antioxidante en las soluciones de placebo adicionado y
muestra y la longitud de onda de maxima absorbancia del espectro de Antioxidante en la solucién de referencia.

e Los perfiles del espectro del placebo adicionado (

e Figura), muestras (Figura 9) y solucion estandar de trabajo de Antioxidante corresponde.
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¢ No hay interferencia de Placebo (abla 31.

e Figura).

6.2 Resultados de Exactitud

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se reportan los resultados o

btenidos en la prueba de exactitud con 3 niveles de concentracién como se indica en la tabla.

Tabla 32. Resultados del pardmetro de exactitud del antioxidante.

Conl\:;lc\a/r?:riiién Recobro Criterio Cumple/
(%) (%) Recobro (%) No Cumple

60 (1) 100.39 95.0 < % Recobro < 105.0 Cumple

60 (2) 100.47 95.0 < % Recobro < 105.0 Cumple

60 (3) 99.89 95.0 £ % Recobro < 105.0 Cumple
Recobro promedio 100.25 97.0 < % Recobro < 103.0 Cumple
100 (1) 100.93 95.0 < % Recobro < 105.0 Cumple

100 (2) 100.69 95.0 < % Recobro < 105.0 Cumple

100 (3) 99.95 95.0 = % Recobro < 105.0 Cumple
Recobro promedio 100.52 97.0 < % Recobro < 103.0 Cumple
140 (1) 101.14 95.0 = % Recobro < 105.0 Cumple

140 (2) 100.63 95.0 = % Recobro < 105.0 Cumple

140 (3) 99.85 95.0 < % Recobro < 105.0 Cumple
Recobro promedio 100.54 97.0 = % Recobro < 103.0 Cumple

6.3 Resultados de precision

6.3.1 Resultados para repetibilidad del Sistema

Los resultados de la Precision del Sistema (Repetibilidad) se reporta en la jError! No se e
ncuentra el origen de la referencia..
En esta tabla se reportan los resultados obtenidos de las siguientes pruebas:

Precision Intermedia del Analista 1.
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Tabla 33. Resultados de precision del sistema de antioxidante
referencia.

Respuesta
Area (uVsec)
Numerq ’de Analista 1
inyeccion
1 338704.09
2 340003.99
3 340204.16
4 340662.39
5 341536.12
RSD (%) 0.30
Criterio de <30
Aceptacién (%) -
Cumple/No cumple
cumple

6.3.2 Resultados para repetibilidad del analisis

Los resultados de Repetibilidad del Andlisis se reportan en las Tabla 34.

En estas tablas estan reportados los resultados obtenidos de la siguiente prueba:

Precisidon Intermedia Analista 1.

Tabla 34. Resultados de la prueba de repetibilidad del andlisis en crema topica.

Determinacion Peso de Area Ensayo
muestra (g) (uVsec) (%)
1 1.0254 344961.22 98.86
2 1.0525 353278.12 98.64
3 1.0086 339802.05 99.01
4 1.0426 351278.77 99.01
5 1.0790 365603.20 99.57 Criterio de cumolel
6 1.0646 364742.19 99.74 Aceptacion P
- RSD (%) No cumple
Promedio: 99.14
RSD (%): 0.43 <20 Cumple

6.3.3 Resultados de precision intermedia

Los resultados de Precisién Intermedia se reportan en la Tabla 35.

en la solucién estandar de
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Para esta evaluacidn, el andlisis fue llevado a cabo por dos analistas. La preparacién de soluciones,

estdndares y muestras fue independiente y en diferentes dias.

Tabla 35. Resultados de la prueba de precision intermedia del andlisis en crema tépica.

Fecha: 23N0OV17 08DIC17
Equipo HPLC: MX_LC_TS_045 MX_LC_TS_035
Lote de Columna: 11857 13077
Analista: ELS MJC
Numero de Prezio o2 Area Ensayo PESE e Area Ensayo
Muestra Muestra
muestra @) (LVsec) (%) © (LVsec) (%)
1 1.0254 344961.22 98.86 1.0032 355602.76 99.90
2 1.0525 353278.12 98.64 1.0253 364708.64 100.25
3 1.0086 339802.05 99.01 1.0249 360951.09 99.25
4 1.0426 351278.77 99.01 1.0027 351426.63 98.77
5 1.0790 365603.20 99.57 1.0115 356343.65 99.29
6 1.0646 364742.19 99.74 1.0299 360809.98 98.73
Promedio: 99.14 Promedio: 99.37
. RSD (%): 0.23 RSD (%): 0.61
Po?’saziﬁzta Criterio (%): <3.0 Criterio (%): <3.0
Cumple/ No Cumple Cumple Cumple/ No Cumple Cumple
X X Resultado (%) Criterio (%) Cumple/ No Cumple
0,
Diferencia Absoluta (%) 0.23 <5.0 Cumple
X Resultado (%) Criterio (%) Cumple/ No Cumple
0,
AERICELLATEL (G 1.04 <5.0 Cumple

6.4 Resultados de Linealidad

Para el antioxidante, la Linealidad es demostrada con las siguientes concentraciones: 60.0 —
80.0 — 100.0 — 120.0 — 140.0 %, w/w. Ver los resultados del reporte en la jError! No se encuentra e

| origen de la referencia..

Tabla 36. Resultados del parametro de Linealidad del antioxidante.

Concentracion Area Factor respuesta
Teorica Practica Area (uVsec)
(%) (m g/m L) (HVSGC) Concentracién (mg/mL)
60.0 0.006003 205999.36 3431612008.08
80.0 0.008004 274026.42 3423623573.65
100.0 0.010005 344626.40 3444546893.37
120.0 0.012006 411713.09 3429232944.04 Criterio
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140.0 0.014007 483339.41 3450704181.11 Cumple/No
% RSD 0.33 <4.0 Cumple
r 1.0000 =>0.995 Cumple
Visual Linear Linear Cumple
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Figura 10. Curva de datos experimentales del pardmetro de linealidad del antioxidante.

6.5 Resultados de intervalo

En la siguiente tabla se reporta el Intervalo analizado en las pruebas de Exactitud, Precision

y Linealidad.

Tabla 37. Informacién de intervalo.

Parametro

Concentracioén

Analizada (%)

Criterios

Cumple/




No

Cumple
Exactitud 60.0 — 100.0 — | Recobro 95.0 < Individual (%) < Cumple
140.0 97.0 < Promedio (%) <
Repetibilidad del RSD (%)<1.5
. Repetibilidad del RSD (%) < 3.0
Precision 100.0 . . Diferencia absoluta (%) Cumple
Precision Intermedia RSDpor anaisia(%)
RSDcombinado (%)
) ] 60.0-80.0— Coeficiente de r =0.995
Linealidad 100.0-120.0— | Factor respuesta RSD (%) <4.0 Cumple
140.0 Visual Lineal

6.6 Resultados de Robustez

6.6.1 Resultados de Robustez en preparacién de muestra

Los resultados de Robustez en Preparacion de Muestra son reportados en las tablas 38, 39 y

40.

Tabla 38. Robustez en preparacion de la muestra con variacidon en tiempo de agitacion en

vortex.

Variante analizada:

Tiempo de agitacion 1 y 3 minutos en vortex.

Peso ) Diferencia Absoluta Cumple/
i Area Ensayo
Parametro Muestra | Muestra Resultado | Criterio
No
(HVsec) (%)
(9) (%) (%) cumple
. Ensayo promedio de
Valor Nominal prueba de Precision 99.14 N.A. N.A.
Intermedia (analista 1)
— : Crema <3.0
Agitacion 1 min 1.0219 342987.84 | 98.85 0.01 Cumple
Agitacion 3 min 1.0009 336988.90 | 99.16 0.27 Cumple

Tabla 39. Robustez en preparacién de la muestra con variacidon en temperatura utilizando bafno

de ultrasonido.

Variante analizada:

Temperatura bafio de ultrasonido (Temperatura: 30 °C y temp. ambiente).
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FeE 0 i Diferencia Absoluta Cumple/
i Area Ensayo
Parametro Muestra | Muestra Resultado | Criterio
No
(HVsec) (%)
(<)) (%) (%) cumple
Valor nominal Ensayo promedio de 99.14 N.A. N.A.
prueba de Precisién
Temp. bafio: 30°C Crema 1.0389 349750.94 99.15 0.01 <3.0 Cumple
Temp. bafio: 1.0326 346660.53 98.87 0.27 Cumple
Ambiente

Tabla 40. Robustez en preparacidn de la muestra con variacién en tiempo de sonicacién.

Variante analizada: Tiempo de sonicacion: 10 min y 20 min.
Peso de ) Diferencia Absoluta Cumple/
) Area Ensayo
Parametro Muestra | Muestra Resultado | Criterio
No
(HVsec) (%)

(9) (%) (%) cumple

Valor nominal Ensayo promedio de 99.14 N.A. N.A.

Crema prueba de Precision <30

10 min 1.0501 355481.08 99.70 0.56 Cumple
20 min 1.0162 344899.71 99.96 0.82 Cumple

6.6.2 Resultados Robustez en condiciones cromatograficas

Los resultados para Robustez en condiciones cromatogréaficas son reportados en las tablas 41 y 42.
Tabla 41. Robustez analizada en condiciones cromatograficas en solucidn estandar de referencia.

Variantes analizadas: Velocidad de flujo (0.8 y 1.2 mL/min).
Composicion de fase mévil: Cantidad agregada de Acetonitrilo

Composicion de fase movil: Cantidad agregada de acido o-Fosforico.

0,
% RSD % Recobro e
Coleo .
Parametro RT PLIJaSt(;s Estandar Estandar Estggdar
USP Referencia Referencia .
Referencia
1 2
1*
Valor nominal | 4 o0 | 119 13156 0.30 99.67 0.30
.9 | 08mbimin 5818 | 105 | 11658 0.18 99.79 0.18
S 3 1.2 mL/min
> : 3.937 | 109 | 13711 0.10 100.07 0.10
[950:50:1] V:VIVH 5 599 | 107 8531 0.19 98.49 0.19
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0,
% RSD % Recobro Ho D
Coleo .
Parametro RT Pllfggs Estandar Estandar Estggdar
USP Referencia Referencia Referencia
1 2 e
Valornominal | 4 579 | 117 | 13156 0.30 99.67 0.30
o 0 53?/0\/1 °0:1] 6.187 | 1.02 13175 0.15 98.05 0.15
n < 4 i
LL -_— . .
8 Ll \> [9_09'100'0'5] 4.617 1.05 10830 0.41 99.72 0.41
SaQ|vivv
Oz = Nk
©0o [Einsez] HEve 4,662 1.05 10749 0.39 99.49 0.39
Cilitzre NA | <15 | 24000 | <20% | 980-1030 | <3.0%
Cumple/No N.A. | Cumple | Cumple
cumple Cumple Cumple Cumple

*Estandares de Referencia y verificadores.

Tabla 42. Robustez analizada en condiciones cromatograficas en solucion muestra de crema tdpica.

Variantes analizadas:

Velocidad de flujo (0.8 y 1.2 mL/min).

Composicion de fase mévil: Cantidad agregada de Acetonitrilo
Composicion de fase mévil: Cantidad agregada de acido o-fosférico

Ensayo | Diferencia | Criterio | Cumple/
Parametro RT CJ’;TDO Pbastgs 0 Absoluta No
(%) (%) (%) Cumple
Nominalvalue | , se5 | 410 | 13554 99.14 N.A. N.A. N.A.
o) 0.8 mL/min 5.827 1.05 12183 99.84 0.70 Cumple
1 D
Y E 1.2 mL/min 3.942 | 1.09 14172 99.43 0.29 Cumple
> [950:50:1] 3.603 1.09 8753 99.55 0.41 Cumple
/- <3.0
o) \VAVAVS
O ¥ | [850:150:1] 6.188 | 1.02 13604 99.70 0.56 Cumple
8 < SYRVAVAYi
& 'Sl [900:100:0.5] 4622 | 1.06 10957 99.01 0.13 Cumple
=0 \/\/\/
. [950:50:2] 4654 | 1.06 10999 98.63 0.51 Cumple
\VAVAV
Criterio N.A. <15 = 4000
Cumple/No cumple Cumple | Cumple

6.7 Resultados de estabilidad de soluciones

Los resultados de Estabilidad de la Solucién estan reportados en las Tablas 43, 44 y 45.
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Tabla 43. Estabilidad de soluciones almacenadas a temperatura ambiente durante 192 h (8 dias).

Tiempo inicial t =8 dias Dif Cumple/
Ab : Criterio
Cone Area Recobro Area Recobro S. No
Solucién / L (1Y (%) cumpl
(mg/mL) | v.sec (%) uv.sec (%) (%0) umple
Solucion 339340.85 | 100.16 | 0.27 Cumple
referencia
Solucién
referencia | 510008 | 339842.97 | 99.89 <3.0
preparado
de: 340274.87 | 100.44 0.55 Cumple
Solucion
stock
Tiempo inicial t =8 dias
solllcion mzzz?ra Area Ensayo Area Ensayo Al\jt;fs Criterio Cumple/
muestra: 5 9 9 No
(@) pV.sec (%) uV.sec (%) (%) (%) .
Crema 1.0254 344961.22 98.86 345986.82 99.57 0.72 <3.0 Cumple

Tabla 44. Estabilidad de soluciones almacenadas en refrigeracion (5°C +/- 2°C) durante
192 h (8 dias).

Tiempo inicial t = 8 dias Dif. o Cumple/
AbS. Criterio
. Conc. Area . Conc. Area No
Solucién mL Solucién L o (%) |
(mg/mL) uV.sec (mg/mL) HV.sec (%) cumple
Solucion Check 338575.89 | 100.01 0.34 Cumple
Solucion Check | 0.00999 | 338815.19 | 99.67 <3.0
preparade de: 343433.91 | 101.45 1.79 Cumple
Solucion stock
Tiempo inicial t = 8 dias
Peso Dif. N Cumple/
Solucién muestra Area Ensayo Area Ensayo Abs. Criterio .
muestra: 0 D % 0
(9) uV.sec (%) pV.sec (%) (%) (%) .
Crema 1.0525 | 353278.12 98.64 353201.52 99.03 0.40 <3.0 Cumple
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Tabla 45. Estabilidad de fase mévil almacenada a temperatura ambiente durante 19 dias.

t =19 dias
L. Conc. RT Area Coleo Platos Recobro
el B /mL USP | USP
(mg/mL) min uV.sec (%)
Referencia 0.010008 4.677 334994.23 1.08 13938 N.A.
Check 0.010006 4.669 | 333374.85 1.08 13949 99.41
Criterio N.A. N.A. <15 24000 | 98.0-102.0

*En la solucién blanco no es observado picos adicionales relacionados a fase movil.
6.8 Resultados de estudio de filtracién
Los resultados para el estudio de filtracion son reportados en las tablas 46, 47 y 48.

Tabla 46. Resultados de muestras filtradas a través de filtro para jeringa 6872-2504 GD/X TM25
0.45 um membrana de PVDF.

Peso Centrifugada A Filtrada | Dif. Cumple/
= Area Area Ab Criteri N
Solucion muestra (LVsec) Ensayo (LVsec) Ensayo . s. | Criterio 0
muestra (9) (%) (%) (%) cumple
Crema 1.0318 | 339257.06 99.94 337156.30 | 99.32 0.62 <20 Cumple

Tabla 47. Resultados de muestras filtradas a través de filtro para jeringa SLHV033NK Millex® HV con
membrana Durapore.

- Peso Centrifugada . Filtrada | Dif. Cumple/
Solucion muestra | Area Ensayo PUEE Ensayo | Abs. | Criterio No
muestra Vsec Vsec ’
(@ | Wvseo (%) Wvsee) | ™o | ©6) cumple
e 1.0318 | 339257.06 99.94 336623.55 | 99.16 | 0.78 | <2.0 | Cumple

Tabla 48. Resultados de muestras filtradas a través de filtro para jeringa SLHVM25NK PVDF con
prefiltro de fibra de vidrio, 25 mm.

- Peso Centrifugada Filtrada | Dif. Cumple/
SOECL muestra e Al Abs. | Criterio No
muestra (MVsec) Ensayo (uvsec) | Ensayo | F0S.
(9) (%) (%) (%) cumple
Crema 1.0318 | 339257.06 99.94 33811891 | 99.60 | 0.34 | =20 Cumple
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Tabla 49. Resultados de prueba de Adecuabilidad del sistema.

PRUEBA DE ADECUABILIDAD DEL SISTEMA
E ifici
sr;ec; 'cl Estabilidad |
a Precision . de LLLR Precision
Intermed Exactitud y i Intermedia
(No n_e Linealidad soluciones (Preparacion
degradad la Al Dia-8 muestra) A2
a)
Fecha 22NOV17 | 23NOV17 28N0OV17 01DIC17 05DIC17 08DIC17
Result set ID 10161 2662 6284 6101 6401 4577
O RN EE 0.009992 | 0.009998 0.00999 0.009986 | 0.009994 | 0.010000
solucion de Referencia 1
l, Linal )
Area promedio de la 340222.1
.p, . 341974.9 338767.83 338391.69 339338.11 354826.85
solucion de Referencia 1 5
uV.seg (n=5)
% RSD de Areas de
.. . 0.17 0.3 0.04 0.15 0.19 0.84
solucién de Referencia 1
(n=5) £ 2.0%
Plaros USP
13073 13156 13371 13584 13566 16485
24000
Coleo USP
1.11 1.11 1.12 1.12 1.12 1.16
<15
Concentracion de
L. . 0.009994 0.00999 0.00999 0.009992 0.00999 0.009992
solucién de Referencia 2
(mg/mL)
Area promedio de la 339330.0 | 338815.1
.p, . 336601.45 337915.06 341204.84 348343.51
solucidon de Referencia 2 1 9
uV.seg (n=2)
Recobro promedio de
.. . 100.1 99.67 99.36 99.8 100.59 98.25
Solucién de Referencia
2
Area promedio de
Solucién de Referencia | 344387.0 | 341408.0 | /200 91 | 34186061 | 34048697 | 3564807
1 (Verificadores) 1 3
MUV.seg (n=2)
% RSD Area de todas las
soluciones estandar 0.33 0.40 0.26 0.51 0.37 0.82
inyectadas en el sample
set
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Recobro promedio de
Verificadores

100.1

100.35

100.48 101.03

100.34

100.47

Tabla 50. Resultados de prueba de Adecuabilidad del sistema (continuacion).

PRUEBA DE ADECUABILIDAD DEL SISTEMA
Robust
Robustez Robustez o7 "
. . Robustez
(Cromatogréfic (Crorr\atogra (Cromato RObUSt’e? Especificidad
a) fica) gréfica) (Cromatografica)
(Cromatogréfica)
ACN:H,0:HsPO | ACN:HO:Hs | acnino: ACN:H,0:H;PO, (Degradacion Térmica
4 PO, H;I.’Oz,. ’ Velocidad de y Foto)
(900:100:0.5) flujo: 0.8 mL/min
(850:150:1) (950:50:1) (900:100:
0.5)
Fecha 04ENE18 | 04ENElg | O°ENEL 05EN18 06ENE18 07ENE18
8
Result set ID 8085 8085 8519 8519 8613 8692
Concentracionde | o5995 | 0.009992 | %099 | 0009992 0.009992 0.009992
solucién de 92
Area promedio de 351772.1 | 349464
’ .. 345548.9 351072 434850.81 350950.16
la solucion de 7 .92
Referencia,l
% RSD de Areas de
., 0.19 0.15 0.41 0.39 0.18 0.11
solucion de
Referencia 1
Plaros USP
8531 13175 10830 10749 11658 10554
24000
Coleo USP
1.07 1.02 1.05 1.05 1.05 1.05
<15
Concentracion de 0.0099
., 0.009988 0.009988 0.009988 0.009988 0.009988
solucion de 88
Beferencia 2
Area promedio de 348359
.. 340185.98 344770 349142.74 433749.17 349943.75
la solucion de .85
Referencia 2
Recobro promedio
.. 98.49 98.05 99.72 99.49 99.79 99.75
de Solucién de
Beferencia 2
Area promedio de
Soluci6n de 34602147 | 2017435 | 348642 1 o 506 08 433858.27 345504.33
Referencia 1 4 28
(Verificadores)
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% RSD Area de

de Verificadores

todas las 0.25 0.15 0.38 0.34 0.18 0.77
soluciones
estandar
Recobro promedio
100.4 99.99 99.76 100.25 99.77 98.45

Tabla 51. Resultados de prueba de Adecuabilidad del sistema (continuacion).

PRUEBA DE ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

Robustez
Estudio de
filtracién (cromatografica)
Velocidad de flujo: 1.2 mL/min
Fecha 09ENE18 12ENE18
Result set ID 9796 9429
Concentracién de solucién de Referencia 1 (mg/mL) 0.009992 0.009998
Area promedio de la solucién de Referencia 1 328737.94 273259.17
uV.seg (n=5) ' '
% RSD de Areas de solucién de Referencia 1 018 01
(n=5) £ 2.0% ' '
Plaros USP 14031 13711
> 4000
Coleo USP 1.08 1.09
<15
Concentracion de solucion de Referencia 2 (mg/mL) 0.009988 0.009996
Area promedio de la solucién de Referencia 2 329243.98 273383.08
uV.seg (n=2) ’ '
Recobro promedio de Solucién de Referencia 2 100.19 100.07
98.0 — 102.0%
Area promedio de Solucién de Referencia 1
(Verificadores) 332367.39 274074.35
MUV.seg (n=2)
% RSD Area de todas las soluciones estandar inyectadas
en el sample set 0.56 0.18

HV.seg (n=5+X inyecciones de Verificadores)
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Recobro promedio de Verificadores 1011 100.3

97.0-103.0 %

7.0 DISCUSION DE RESULTADOS

e Elmétodo es especifico para el antioxidante porque el espectro y cromatogramas obtenidos
en la prueba de especificidad demuestran que no hay picos que coeluyan con el analito de
interés a 220 nm en las condiciones cromatograficas establecidas en este reporte. El
método es adecuado para la identificacion del antioxidante basada en tiempo de retencién
y una segunda identificaciéon con LC-PDA.

e Los resultados se encuentran dentro de los criterios de aceptacion en los 3 niveles de
concentracién para el antioxidante, en el intervalo de concentracién de 0.006 mg/mL (60%,
w/w), 0.01 mg/mL (100%, w/w) y 0.014 mg/mL (140%, w/w), por lo tanto, se considera que
el método proporciona resultados exactos para la cuantificacion del antioxidante bajo las
condiciones cromatograficas establecidas en este reporte.

e Los resultados de la prueba de precision (Repetibilidad del Sistema, Repetibilidad del
Andlisis y Precision Intermedia) cumplen los criterios establecidos para el analisis de
cuantificacion del antioxidante en la crema de uso tépico , siendo precisos y reproducibles
los resultados obtenidos entre analistas para el antioxidante, concluyéndose que el método
es adecuado para reproducirse en el Laboratorio de Control de Calidad para el analisis de
rutina, en las condiciones establecidas en este reporte.

e Se cumplen todos los criterios de aceptacion, demostrando la linealidad del método para la
cuantificacion del antioxidante en la crema de uso tépico bajo las condiciones establecidas
en este reporte.

e Los resultados de Exactitud, Precision y Linealidad demuestran que el método es Exacto,
Preciso y Lineal en el Intervalo analizado bajo las condiciones establecidas en este reporte

e Con los resultados reportados en tablas previas de esta seccidon podemos concluir lo
siguiente:

Un valor maximo de 1.5 es establecido como criterio de aceptacion de Adecuabilidad del
sistema para factor de simetria en la primera inyeccion de solucion de referencia replica 1
de 5.

La Desviacion Estandar Relativa (%RSD) para areas del antioxidante es establecido como

méximo 2.0 de 5 inyecciones sucesivas de Solucién de Referencia 1
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El intervalo de minimo 97.0% y maximo 103.0% es establecido como criterio de aceptacion
de Adecuabilidad del Sistema para el porcentaje de recobro del antioxidante en la soluciéon
de Referencia 2 (Check).

El valor de ensayo para el antioxidante de las diferentes preparaciones de muestra esta
dentro del 3.0% de diferencia absoluta comparado con el valor nominal.

La robustez del método es demostrada probando la validez del método antes cambios

pequefios y deliberados a los parametros del método.

La Estabilidad de la Solucion es demostrada para la solucién de Referencia al 100% y
soluciéon muestra durante un periodo de 8 dias, almacenado a temperatura ambiente y en
refrigeracion en matraces volumétricos transparentes.

La Estabilidad de la Solucién es demostrada para la Fase Movil durante un periodo de 19
dias a temperatura ambiente.

El estudio de filtracion demostré ausencia de adsorcién significativa del antioxidante al lecho

filtrante estudiado.
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8.0 CONCLUSION

1. Los resultados muestran que la validacion del método analitico para la identificacion y
ensayo de un antioxidante en crema de aplicacién tépica, es un método especifico, lineal,
exacto, preciso y robusto para la predefinida variable en preparacion de la muestra y

condiciones cromatograficas establecidas acorde a las especificaciones farmacopeicas.

2. El antioxidante es estable bajo condiciones a temperatura ambiente y bajo condiciones de
refrigeracion por un periodo de tiempo relativamente prolongado, asegurando la calidad del

producto.

3. El antioxidante logr6 ser detectado con una buena sefial de respuesta, desde
concentraciones muy pequefias y muy altas en cuanto a la concentracién normal del

producto.

4. El antioxidante logré ser cuantificado con unos excelentes recobros del antioxidante, desde
concentraciones muy pequefias y muy altas en cuanto a la concentracién normal del

producto.

5. El método analitico para la identificacién y ensayo del antioxidante en una crema tdpica es

reproducible teniendo resultados similares entre analistas

6. Este método puede aplicarse para fines de control de calidad y estabilidad, asi como para la

identificacién y el ensayo del antioxidante en la crema de uso tépico.
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