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l. INTRODUCCION

Para la industria farmacéutica una de las caratitax$ mas importantes de toda empresa es
la calidad de sus productos, ya que de ésta de@@ntdanto el prestigio como el desarrollo
econdmico y el crecimiento de la misma. Atendiemdesta necesidad se han venido
formulando diferentes programas y parametros pageat el aseguramiento de la calidad
de los distintos productos. Asi pues, una de lasaiméentas con las que se cuenta para
asegurar la calidad de los productos y procedimgers la validacion de los métodos
analiticos, por lo cual, la adopcién de un nuevéode analitico debe estar soportado por
suficientes datos de laboratorio y una validacié@m lblocumentada.

La validacion es el proceso establecido para lammddn de pruebas documentadas de que
el método es lo suficientemente fiable para prodelaiesultado. Los parametros analiticos
gue pueden ser considerados en la validacion deétodo analitico, segun se expresa en la
United States Pharmacopoeia (USP 34 NF29), sonitxfgrecision, selectividad, limite
de deteccion, limite de cuantificacion, linealideathgo, tolerancia y robustez.

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPL&)un método fisico de separacion
basado en la distribucidn de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o
estacionaria y otra movil. En la cromatografia liquida, la fase mavil es un liquido que fluye a través
de una columna que contiene a la fase fija.

Fisiologicamente los corticoides tienen por misifimdamental la de mantener los
mecanismos necesarios que permitan al organisnsiirdsente a situaciones de estrés y
de cambio. Uno de los efectos mas importantesggliocorticoides (GC), posiblemente
el mas valioso en cuanto a su aplicacién terapguts su capacidad de modular la
respuesta inflamatoria, independientemente dehakiidesencadenante, y la inmunologia,
tanto humoral como celular.

Con el presente estudio se valido la metodologialitasa desarrollada para la
identificacion y cuantificacion de Betametasonarbgmonato al 0.05% en crema por la
técnica de cromatografia liquida de alta resolu@on el propdsito que cumpla con las
caracteristicas idoneas para ser utilizado comodoéle analisis rutinario en el laboratorio
de control de calidad de Laboratorios RAMOS SA.
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II.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢La metodologia analitica para identificar y cueati Betametasona Dipropionato al
0.05% en la forma farmacéutica de crema por laidéatke cromatografia liquida de alta
resolucion cumple con las especificaciones desceitamétodos de referencia validados?

Validacién Cuantificacion Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 2 de 108



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Le6n

Facultad de Ciencias Quimicas

. OBJETIVOS
1. General.

Validar la metodologia analitica propuesta paraidentificacion y cuantificacion de
Betametasona Dipropionato 0.05% crema por la tacde cromatografia liquida de alta
resolucion

2. Especificos.

2.1 Desarrollar la técnica analitica para iderdificnequivocamente la Betametasona
dipropionato en la forma farmacéutica de cremaHiIcC.

2.2 Realizar los lineamientos a seguir en la eali@h de la metodologia analitica para la
cuantificacion de Betametasona Dipropionato enolan& farmacéutica de crema por
HPLC.

2.3 Demostrar mediante los criterios de validacgue la metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta resolucion para lantiticacion de Betamesona en la forma
farmaceéutica de crema es exacta, precisa, selg®al y robusta siempre que se trabaje
bajo las mismas condiciones propuestas en estgdraionografico.

2.4 Comprobar que el método analitico para la ifieation y cuantificacion de
Betametasona 0.05%, crema permite obtener de fiapnaducible resultados que cumplan
con las especificaciones establecidas utilizandoestnas de referencias de otros
laboratorios.
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V. MARCO TEORICO

4.1 Propiedades Fisicoquimicas y Especificaciones dea |Betametasona
Dipropionato Materia Prima.

En la siguiente tabla se resumen las especificaside la materia prima de Betametasona
Dipropionato segun referencias farmacopeicas.

Caracteristicas Comerciales e ldentidad de la Matés Prima

Propiedades

Valor

Referencias

Estructura
Betametasona Base

quimica

==

v USP34NF29.

v FB 2010.
v FJ 15 Ed.
v" RFE 2002.
v FEUM.

v' CLARKS.

Estructura
Betametasona Base

empirica C2oH20FOs

v USP34NF29.

v FB 2010.
v FJ 15 Ed.
v" RFE 2002.
v FEUM.

v CLARKS.

Estructura

Betametasona Dipropionato

Quimica

v USP34NF29.

v FB 2010.
v FJ 15 Ed.
v' RFE 2002.
v FEUM.

v' CLARKS.

Estructura

empirica CogH3/FO;

v USP34NF29.

v FB 2010.
v FJ 15 Ed.
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Betametasona Dipropionato

v" RFE 2002.
v FEUM.
v CLARKS.

Peso molecular Betametasq

Base

na 392.5 g/mol.

v FB 2010.
v FJ 15 Ed.
v' RFE 2002.
v FEUM.

v' CLARKS.

v USP34NF29.

Peso Molecular Betametaso

Dipropionato

ha 504.6 g/mol.

v FB 2010.
v FJ 15 Ed.
v" RFE 2002.
v FEUM.

v CLARKS.

v USP34NF29.

Nombre Quimico Betametaso
Base

Pregna-1,4-diene-3,20
dione, 9-fluoro-11,17,21
trinydroxy-16-methyl-,
nél1b,16b)9 Fluoro-
11b,17,21-trihidroxi-16b-
metilpregna-1,4-dieno-3,20
diona.

lv' FB 2010.
v FJ 15 Ed.
v' RFE 2002.
v FEUM.

-v CLARKS.

v USP34NF29.

Sinénimos Betametasona Base

Flubenisolonum; & Fluoro
166-methylprednisolone;
NSC-39470; Sch-4831.

v' CLARKS.

v USP34NF29.

v FB 2010.
Numero de Cash Betametasgna 378-44-90 v FJ 15 Ed.
Base v RFE 2002.
v  FEUM.
v CLARKS
v USP34NF29.
Pregna-1,4-diene-3,20 v FB 2010.
Nombre Quimico Betametasondione, 9-fluoro-11-hydroxyr v FJ 15 Ed.
Dipropionato. 6-methyl-17,21- bis(1v" RFE 2002.
0XOpropoxy)-, (11b,16b). | v FEUM.
v CLARKS
Sinénimos Betametasona Diprosone CLARKS
Dipropionato
v USP34NF29.
v FB 2010.
Numero de Cash Betametasgna 5593-20-4 v RFE 2002.
Dipropionato v CLARKS
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Caracteristicas Organolépticas y Solubilidad de Baimetasona Dipropionato

metileno, bastante solub
en etanol y metanol.

Aspecto Polvo cristalino. v FB 2010.
v RFE 2002.
v FB 2010.
Color Blanco o casi blanco. | v RFE 2002.
v USP34NF29.
v FB 2010.
Sabor Caracteristico. v RFE 2002.
v USP34NF209.
v FEUM.
Practicamente insoluble er” FB 2010.
agua, facilmente soluble e RFE 2002.
Solubilidad acetona y en cloruro de/ USP34NF29.

le” CLARKS.

Caracteristicas Fisico

guimicas Betametasona Dipropnato

Ensayos de Identificacion

Espectrofotometria UV-VIS
e IR, TLC, HPLC vy
reacciones cromaticas.

5v" FB 2010.
v' RFE 2002.

v USP34NF29.

Rotacion optica

Entre +60 y +70.

v FB 2010.
v" RFE 2002.

v USP34NF29.

Impurezas

<1.25%.

v FB 2010.
v" RFE 2002.

v USP34NF29.

Perdida por secado

< 1%.

v FB 2010.
v' RFE 2002.

v' CLARKS.

v USP34NF29.

Residuo de incineracion

<0.5%

v FB 2010.
v" RFE 2002.
v USP34NF29

Pureza

97 y 103 % con respecto
la sustancia desecada.

v FB 2010.
& RFE 2002.

v USP34NF29.

Conservacion

Protegido de la luz y

temperatura de 25 °C cq
variaciones permitidas de
5°C.

av' FB 2010.
v RFE 2002.

¥ USP34NF29.

4.2 Especificaciones Fisicoquimicas y Métodos de AnaisSegun Referencias

Farmacopeicas.
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Antes de empezar con el trabajo analitico parard#ksea y validar la metodologia analitica
para identificar y cuantificar el analito de interése deben de verificar pruebas de
desempefio del producto (caracteristicas organcé&ptvariacion de peso, uniformidad de
unidades de dosificacion, descripcion del prodycpid), con el fin de cumplir exigencias
farmacopeicas y calidad del producto.

Asi mismo el control de estos parametros propoaceimformacion valiosa al momento de
desarrollar y validar la metodologia analitica H&1LC.

En la siguiente tabla se muestran las especifinasitarmacopeicas que debe de cumplir la
Betametasona 0.05% Crenffa>?

Parametro Evaluado | Especificaciones | Referencias
Caracteristicas Organolépticas y Fisicas
Aspecto Homogéneo libre de particulas USP34NF29, FB 2010.
extranas
Color Blanco o ligeramente crema USP34NF29, FB 2010
Sabor Caracteristico USP34NF29, FB 2010.
Variacion de | Peso Promedio 209 £5% USP34NF29, FB 2010.
Peso %RSD < 6% USP34NF29, FB 2010
Caracteristicas Quimicas
Uniformidad de Unidades de L1 <15%. USP34NF29, FB 2010
Dosificacion
pH 4.0-6.5 USP34NF29, FB 2010.

El tiempo de retencion del pigo
principal del cromatograma de |la
preparacion de la solucign
Identificacién (HPLC) muestra se debe de corresponder Método Validado
con el tiempo de retencion del Interno.

pico principal del cromatograma
de la solucion estandar.

Pureza (Valoracion 90% - 110% Método Validado
Betametasona Base). Interno.
Caracteristicas de Almacenamiento
Envasado Conservar en tubos depresibles 0SP34NF29, FB 2010.
en envases impermeables.
Almacenamiento Conservar a 25 °C con variacioné$SP34NF29, FB 2010.

permitidas de + 5°C; proteger d
la congelacion.

[¢°]
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En la siguiente tabla se muestran los diferentdedné analiticos primarios existentes para la
Identificacion y Cuantificacion de BetametasonarBjionato en la especialidad farmacéutica
de crema.

Referencia Bibliogréafica Método Para la Método para la
Cuantificacion Identificacion
USP34NF29 HPLC (Fase Inversa). TLC
BP 2010 HPLC (Fase Inversa). IR, HPLC, TLC, Reaues]
Cromaéticas
FEUM HPLC (Fase Inversa). TLC
FJ HPLC (Fase Inversa). HPLC
RFE HPLC (Fase Inversa). IR, HPLC, TLC, Reacciones
Cromaéticas
Fl HPLC (Fase Inversa). HPLC
FE HPLC (Fase Inversa). HPLC

Propiedades farmaco terapéuticas de la Betametasoda Interés.

4.3 Propiedades quimicas de interés terapéutico de Igtucocorticoides.

Las glandulas suprarrenales son érganos endoaratisuncionales que segregan diversos
esteroides, que pueden dividirse en corticostespidasados en el nicleo de 21 atomos de
carbono y en corticoides sexuales, principalmentirGgenos, basados en el nucleo de 19
atomos de carbono. Los corticoides se dividen dradalmente en aquellos con acciones
glucocorticoidea, de los cuales el cortisol (Hidmisona), es el ejemplo endégeno mas
importante, y aquellos que son primariamente mioeogticoide de los cuales la aldosterona
es la mas importante.
La Betametasona es un analogo de la metilpredmaptmn un elevado grado de actividad
corticosteroide y minimo efecto mineralocorticoide.
A partir del esteroide natural cortisol se han piole numerosos derivados sintéticos que
mantienen algunas de sus propiedades y mejoragitatras el caso de la Betametasona. Son
estructuras fundamentales para mantener o incramks propiedades mas caracteristicas
(ver estructura que se muestra a continuacion):

2,0

2(:.': 0
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4.3.1 En el anillo A el grupo ceténico en C3, el dobléaea entre C4 y C5 y el
doble enlace entre C1 y C2.

4.3.2 En el anillo B, la metilacién en C6 y la fluoraci@m C9 (ver estructura
quimica de la Betametasona).

4.3.3 En el anillo C, la funcion oxigeno en C11 C9 (vsirgctura quimica de la
Betametasona).

4.3.4 En el anillo D, la hidroxilacion en C17 y C21; ladtoxilacion o la

metilacion en C16 reduce la actividad mineralocoitle C9 (ver estructura quimica de la
Betametasona).

4.3.5 El nimero de derivados es muy amplio, asi comeikEsde administracion
por las que se pueden utilizar. Con frecuencialdeeren ésteres distintos de un mismo
producto para emplearlo por vias diferentes, peroatigunos que se usan por via topica se
consigue mantener su actividad antiinflamatoriaducir su capacidad de difusién con el fin
de circunscribir su accion localmente y restrifgiaccion sistémica.

4.4 Acciones Fisiolégicas y Efecto Farmacologico de Betametasona.

En ausencia completa de hormonas corticales seuggodna deplecién del glucdégeno
hepético y muscular, disminuye la glucemia, se ceda cantidad de nitrégeno no proteico
en la orina, aumenta la eliminacion de sodio enagrilisminuyen el volumen plasmatico, la
contractilidad cardiaca y el gasto cardiaco, dedeiela presion arterial, disminuye la
concentracion de sodio en plasma y aumenta la tisipoy se pierde la capacidad de
concentrar o de diluir la orina.

La administracion de corticosteroides (Betametagmmamedio de la via oral y parenteral),

restablece estas funciones y, si se administrais @osesivas, se aprecian expansion del
volumen plasmatico, retencion de sodio y pérdidaatasio, aumento de la presion arterial,
incremento del glucégeno en higado y musculo, atonee la glucemia, reduccion de la

masa conjuntiva y muscular, y aumento de nitrogem@roteico en orina; en determinadas
circunstancias, ademas, inhiben la respuesta iaflzia y ciertas manifestaciones de la
respuesta inmunitaria (principalmente por via tapic

Este conjunto de acciones suele clasificarse eniplos las glucocorticoides, representadas
por la capacidad de almacenar glucégeno hepéatmar ya actividad antiinflamatoria, y las
mineralocorticoides, representadas por la capaddadtener sodio y agua.

4.5 Técnicas de Separacion Analiticas.

Casi todas las muestras que se le presentan atarfarmacéutico son mezclas, algunas
veces muy complejas. El andlisis de estos mismogpanentes en presencia de los restantes,
puede sin embargo, ser dificil e incluso imposilaecausa de una interferencia de una
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sustancia en la determinacion de otra. Las intemfgas adoptan varias formas. La sustancia
interferente puede responder cuantitativamente étibbdo analitico para el componente
deseado. Algunas veces la interferencia es unauestp parcial, no cuantitativa, a la
determinacion. Otra forma comUnmente encontradetdeferencia es la inadecuacion del
método analitico para el componente deseado, arigmresultados no cuantitativos incluso
para este componente.

Cuando no se pueda aplicar directamente un métodbtieo a una mezcla, debido a
posibles interferencias, tal vez sea necesaria sgparacion de la mezcla en sus
componentes™®

4.6 Métodos para eliminar interferencias en un analisigjuimico:

Método Bases del método
Enmascaramiento Inmovilizacion del interferente coum
complejo no reactivo

Precipitacion y filtracion Diferencia de solubildla de los
compuestos formados.

Destilacién Diferencia en la volatilidad de Ipbs

Separacion compuestos.
mecanica de | Extraccion Diferencias en solubilidad de dos ligsip
fase inmiscibles.

Intercambio i6nico Diferencia de la estabilidad des
reactivos con una resina de intercangpio
iénico.

Diferencia de la velocidad de :In
Cromatografia movimiento de un soluto a través de gna
fase estacionaria.
Electroforesis Diferencia de la velocidad de migrag
en un gradiente de campo eléctrico.

En el siguiente trabajo monografico se hace espénfasis a la cromatografia, debido a
que es la técnica por la cual se identifica y dfieatnuestro analito en estudf&.%*

4.7 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC o CLAR).
4.7.1 Fundamentos.

La Cromatografia de Liquidos de Alta ResolucionABl. o en sus siglas en ingles HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), es laige méas versatil y utilizada de todos
los tipos de cromatografia por elucion. La fase itrgs/un disolvente liquido que contiene
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la muestra como una mezcla de solutos y la fasiestiria es sélida; esta técnica es
independiente de la volatilidad y estabilidad dedompuestos a ser separados.

Las razones de popularidad de esta técnica aaaditic su sensibilidad, su facil adaptacion
a las determinaciones cuantitativas exactas, sweidad para la separacion de especies no
volatiles o termoldbiles y sobre todo su gran apiiidad a sustancias que son de
primordial interés en la industria farmacéutica.

Dichas sustancias pueden ser muestras biologica® das proteinas, oligosacaridos,
triglicéridos; asi como también farmacos dificilds analizar tanto cuantitativa como
cualitativamente.

La técnica se completa con una serie de deteatagesaplicabilidad se centra en distintas
familias de compuestos (detector diferencial deicendde refracciéon y detector de
fluorescencia), ademas se incorporan detectoreardeter universal, como son el UV-VIS
de fila de fotodiodos y el de mas reciente dedardstector de espectrometria de masas. El
proceso de separacion en esta técnica depends tledimcciones que se establecen entre
el analito y la fase estacionaria y movil respectiente; estableciéndose diversos
equilibrios quimicos tales como analito-fase estaia, analito-fase movil y fase maovil-
fase estacionari&? 32

4.7.2 Clasificacion de la técnica de HPLC.

Dependiendo del tipo de fase estacionaria y del dip fendmeno fisico que provoca la
separacion, existen varios tipos de HPLC, enti@sdehemos:

» Cromatografia de particibn o cromatografia liquidprdo.
De adsorcion o cromatografia liquido-sdlido.

De intercambio idénico o cromatografia idnica.
Cromatografia en fase normal.

Cromatografia de exclusion molecular.

Cromatografia en fase reversa.

Cromatografia de reparto.

YV VYV VY

4.8 La Cromatografia De Reparto.
4.8.1 Fundamentos.

Debido a que en este trabajo monografico se uti&ta modalidad cromatogréfica se hara
énfasis solo en esta clasificacion del HPLC.

El tipo de HPLC mas utilizado es la cromatograBaeparto, en la que la fase estacionaria
es un segundo liquido inmiscible con la fase mégilida. La cromatografia de reparto
puede dividirse en variantes liquido-liquido y dguido-fase enlazada. La diferencia entre
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estas dos modalidades radica en la forma de mantanfase estacionaria sobre las
particulas de soporte del empaquetamiento.

En la cromatografia liquido-liquido, el liquido sgntiene por adsorcion fisica, mientras
gue en la de fase enlazada se enlaza quimicantemtsus inicios, la cromatografia de
reparto solo era del tipo liquido-liquido, pero ednpredomina la de fase enlazada dada su
mayor estabilidad.

4.8.2 Empaquetamiento de fases enlazadas.

Muchos empaquetamientos de fase enlazada se preparareaccion de un o6rgano
clorosilano con los grupos —OH formados en la digerde particulas de silice por
hidrdlisis con acido clorhidrico diluido calientgl. producto es un organosiloxano.

La reacciébn de uno de estos sitios SIOH en la §iogmerde una particula puede
representarse como sigue:

/ CHy CHy
'

— §—OH + C—Si—R —+ —Si—0—Si—R

CH, CH,

Donde R es frecuentemente un grupo octilo u oatdtlele cadena recta. Otros grupos
funcionales organicos que se han enlazado en stipere silice son las aminas alifaticas,
éteres y nitrilos, asi como también hidrocarbunasnaticos. Asi pues estan disponibles
muchas polaridades distintas para la fase esta@ogrdazada.

Los empaquetamientos de fases enlazadas tieneentaja de una estabilidad mucho
mayor que las fases estacionarias que se maniiemeéniles fisicamente. En estas ultimas,
se precisa del recubrimiento periddico de las Siges solidas, ya que la fase estacionaria
se disuelve gradualmente en la fase moévil. Ader@aglucion en gradiente no resulta
practica con empaquetamientos liquido-liquido, devo a causa de las particulas por
solubilidad en la fase movil. La desventaja priatide los empaquetamientos de fase
enlazada es su capacidad de muestra un tantodamita

4.8.3 Seleccion de las fases moviles y estacionarias.

El éxito de la cromatografia de reparto requiereclilibrio apropiado entre las fuerzas
intermoleculares de los tres participantes en@igso de separacion (analito, fase movil y
fase estacionaria).
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Estas fuerzas intermoleculares se describen divdi@ente en base a la polaridad relativa
de cada uno de los tres componentes. En genenabldaidad de los grupos funcionales
organicos comunes en orden creciente es:

Hidrocarburos < Olefinas < haluros < sulfuros <réte<compuestos nitro < esteres ~
Aldehido ~ Cetonas < Alcoholes ~ Aminas < Sulforasilféxidos < Amidas < Acidos

Como norma muchas separaciones cromatograficazsazan haciendo coincidir la
polaridad del analito con la de la fase estaciangara luego emplear una fase movil de
polaridad muy distinta.

En general, el procedimiento tiene mas éxito qunada se hace coincidir la polaridad del
analito con la de la fase movil y ambas son desirde la que corresponde a la fase
estacionaria. En este caso, es frecuente que & datmcionaria no puede competir
exitosamente por los componentes de la muestralopgue los tiempos de retencion se
hacen demasiado breves para aplicaciones pradinaa. otro extremo esta la situacion en
qgue las polaridades del analito y la fase estad@rs®n muy similares, en cuyo caso los
tiempos de retencidén se hacen excesivamente padosg

4.9Desarrollo de métodos analiticos frente a los Métod oficiales y/o de
Farmacopeas.

Se puede diferenciar entre desarrollo de métodosrddisis de principios activos y
especialidades farmacéuticas.

4.9.1 Principios activos de sintesis.

Los métodos oficiales o de Farmacopea se cons#@eralidados siempre y cuando se
apliquen a principios activos con la misma rutastigesis y por tanto el mismo perfil de
impurezas que aquéllos para los que fuera redalstadanografia.

4.9.2 Especialidades.

No es recomendable considerar ningin método ofigiadle Farmacopea totalmente
validado para una especialidad, puesto que difétitentendra los mismos componentes ni
la misma proporcion.

No obstante pueden emplearse como punto de paniéf@dos desarrollados para
especialidades tipo, como pueden ser los de la d&mpea Europea (EP), Farmacopea
Americana (USP) o Farmacopea Britanica (BP), quenitiean obviar una gran parte del

desarrollo analitico.
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No existe una guia oficial que indique la optimausscia de experimentos analiticos
necesarios para el desarrollo de un método, yaesgieedepende del método en si mismo.
No obstante, el desarrollo I6gico de un métodoiaoalranscurre en diferentes fases.

4.9.3 Métodos de farmacopea.

Algunas farmacopeas como la USP o la BP, publicanografias para el andlisis de
especialidades farmacéuticas. Estas pueden temapostiones diferentes, a escala
cualitativa (excipientes) y/o cuantitativo. Es entk que para estos productos de matrices
variables, la monografia puede tomarse como unopdat partida, con el consiguiente
ahorro de costos en el desarrollo del método.

En los métodos cromatograficos hay un gran nimereadables que entran en juego, por
ejemplo, no todos los instrumentos tienen el misolomen muerto o longitud de celda del
detector.

Puede haber diferencia entre el mismo tipo de fsdacionaria adquirida diferentes

fabricantes de columnas. Es frecuente por lo tapte,siguiendo el método descrito por la
farmacopea no sea posible cumplir el ensayo deeidad del sistema. Para solucionar
estos problemas la farmacopea europea permiteta gar primero de enero de 2001,

realizar ajustes en los parametros Cromatograffasta unos valores maximas fijados sin
necesidad de revalidar el método.

410 Clasificacion de métodos analiticos
Segun la normalizacion y estado de desarrollo delétodo:
4.10.1 Métodos estandar o normalizados.

Los métodos estandar son aquellos publicados pgan@aciones internacionales,
regionales o nacionales; por organizaciones tégniespetables; referencias legales;
métodos publicados por la FDA (Food and Drug Adstiation), y que se ejecutan tal
como se describen en la norma.

Estos métodos incluyen aquellos publicados por:

United States Pharmacopeia (USP).

National Formulary (NF).

Homeopathic Pharmacopeia of the United States.

Official Methods of Analysis of the Association dDfficial
nalytical Chemists (AOAC).

International conference of harmonization (ICH).

V2VYVVVYVY
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> Pharmacopeia Britannica (BP).
> Farmacopea internacional (FI)

Se prefiere usar los métodos estandar, sin embesgoecesaria la verificacién de la
capacidad analitica dentro de los laboratoriososrcuales es usado. Un método estandar
puede estar complementado con detalles adiciosalese como los laboratorios deben
proceder para asegurar una aplicacion consistente.

4.10.2 Métodos desarrollados por el laboratorio.

En ocasiones cada laboratorio elabora sus propésedwns, esto puede deberse a que el
analisis es muy especifico y se evalla, por ejengmota matriz especial que solo interesa
al laboratorio; o que debido a restricciones de tpmercial no se puede disponer de
métodos analogos usados en otras empresas o cas\pafilaboratorio, por consiguiente,
debe evaluar la capacidad de los analistas, eqyipmsos recursos relacionados con el
método en cuestion. Los métodos deben estar debidanvalidados, documentados y
autorizados para su uso.

Para la evaluacién de la capacidad del métodogersurealizar comparaciones con otros
métodos normalizados. En lo posible se debe usterialas de referencia, estandares o
muestras fortificadas.

4.10.3 Métodos no normalizados.

Los métodos no normalizados son aquellos que no sidm publicados por fuentes
autorizadas y/o validadas. Es muy probable que n@odos sin normalizacion no
dispongan de datos de validacion o estudios cadilios fiables o suficientes, por esto se
recomienda realizar una validacion cuanto sea |gos#i el método sufre cambios se
requeriré una re-validacion del métot6>*

411 Segun categoria de método.

Los meétodos también pueden clasificarse segun leitémn el cual es usado, estos pueden
agruparse en cuatro categorias generales:

4.11.1 Categoria I
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Para la cuantificacion de materia prima o princgutivo en producto terminado.
4.11.2 Categoria ll:

Para determinar impurezas en materia prima o costpsiele degradacion en producto
terminado; o para analisis de residuos en matgoigico o alimentos.

4.11.3 Categoria llI:

Para determinar las caracteristicas de funcionamieomo disolucién o liberacion de
droga en el organismo.

4.11.4 Categoria IV:
Pruebas de identificacion:

La validacion de metodologias analiticas se funddéaen la determinacion de estos
parametros, que se aplican de acuerdo con la c&egta que pertenezcan. Segun la USP
34 NF 29 las metodologias se clasifican en cuategorias para su validacion y ésta nos
indicara qué parametros deberan evaluarse, ergléeste tabla se representa lo antes
dicho:

Parametros de desempefio requeridos para la validasi de los métodos analiticos

Parametro de Categoria ll

desempefio | Categoria _ _ Categoria | Categoria

Analitico | Cuantitativa | Cualitativa M v

Selectividad SI Sl Sl * Sl
Exactitud SI Sl NO * NO
Precision SI Sl NO SI NO
Limite de NO NO SI NO
Deteccidn *
Limite de NO SI NO NO
Cuantificacion *
Linealidad Sl SI NO * NO

*Puede requerirse dependiendo de la naturaleza pleiéba

4.12 Caracteristicas del desempefio del método cuandoesta desarrollando.

Validacién Cuantificaciéon Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 16 de 108



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Le6n

Facultad de Ciencias Quimicas

Han de evaluarse los parametros del método amatitiando este se desarrolla: precision
exigible, sensibilidad deseable, grado de selef&i tiempo, coste, tamafo de la muestra,
cualificacion del personal, tipo de equipo e insteatacion, condiciones de seguridad etc.

4.13 Puesta a punto. Caracteristicas de idoneidad.

La puesta a punto del método analitico, incluyaleédss primeros estudios de tanteo con
patrones, hasta la utilizacion del método en massteales que garanticen el buen
funcionamiento del sistema en el, momento del sisali

El estudio de robustez se utiliza para optimizavey la criticidad del valor de los

parametros del método antes de validar. A partiredee estudio se definiran las
caracteristicas de idoneidad o conjunto de parésiejue garantizan que el sistema
responde, en el momento del analisis, a los reqgsidijados. Dichas caracteristicas se
relinen en un ensayo conocido como ensayo de idaheid

La comprobacién de la idoneidad forma parte infedea método, y debe realizarse cada
dia al inicio del analisis (dependiendo de la didracle éste, sera conveniente realizarlo a
intervalos de tiempo), para comprobar el correatacibnamiento del sistema. Los
requerimientos y parametros a evaluar en un endayidoneidad dependeran del tipo de
método.

414 Validacion de Métodos Analiticos Consideraciones @Gerales.
4.14.1 Definicion, Importancia y Necesidad De Validacion

El término validacion ha sido definido en la liten@, de diversas maneras y por
numerosos autores. Aunque los términos dados $erelies el significado de las mismas
es siempre el mismo:

> Especificar e implementar.
> Aprobar.
> Documentar.

Existen varias formas de llevar a cabo una val@gcde acuerdo a sus objetivos y
alcances, los cuales dependen del analista, dehltavio y del uso que se haga del método;
ademas el analista debe conocer los resultadosadsgey definir el nivel de confianza. El
laboratorio que desarrolla o aplica el método essgonsable del proceso de validacion.

Veamos cuatro de las posibles definiciones de &eilioh:

> El establecimiento de una base de datos experiment certifica el
rendimiento de un método analitico teniendo en teusum objetivo de disefio.
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> La confirmacion por medio de una evaluacion, conual se suministra la
evidencia necesaria para ratificar que los objstide disefio del método bajo
especificaciones particulares se cumplen en slidata

> Obtencidon de pruebas con arreglo a las Normas de&a Fabricacion, de
gue cualquier procedimiento, proceso, equipo, naterctividad o sistema produce
en realidad el resultado previsto (Segun las NoraesCorrecta Fabricacion
(edicion 99).

> Es el establecimiento de la evidencia documentajudeun procedimiento
analitico conducird, con un alto grado de seguridath obtenciéon de resultados
precisos yexactos, dentro de las especificaciones y los ut#bde la calidad
previamente establecidos.

Dos palabras claves en estas cuatro definicionésere los dos objetivos
primordiales de una validacion:

> Establecer un método.

> Confirmar su desempefio por medio de tratamientdsdisticos y
apreciaciones cualitativas por parte del laboraten general.

De ahi radica la importancia de una adecuada \adidaya que establece bajo qué
circunstancias debe realizarse un analisis asedpirgie los datos obtenidos
cumplen en la totalidad la calidad deseada, brisdlaseguridad y respaldo.
Ademas, proporciona criterios para el rechazo oalésas de lecturas andmalas.

La validacion de un método, generalmente, esténémtiente relacionada con el
desarrollo del método. En efecto, a menudo esildiiber de forma exacta, cuando
termina el desarrollo del método y cuando comidazalidacion.

En la figura siguiente se esquematiza el ciclo @ walidacion, en teoria éste se
repite indefinidamente debido a los continuos aganmstrumentales y/o al
desarrollo de nuevas técnicas.
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Desarrollo
del método

Control de i
calidad del 2 o

Laboratorio

Revalidacion

Ciclo de la validacion
4.14.2 Necesidad de una validacion

Eurachem, una asociacion europea de laboratortadiZada en el mejoramiento y
estandarizacion de los métodos de analisis quimpcopone los siguientes
principios para promover una buena practica emkxdiciones de analisis quimico:

Las mediciones analiticas deben hacerse parassatisin objetivo definido.

Las mediciones analiticas deben realizarse usarétodus y equipos evaluados
(cualificados), y asi asegurar que estos son adesyzara su proposito.

Los analistas encargados de los ensayos debencabtimados y ser competentes
con las tareas asignadas, ademas deben demostragllgqs pueden realizar el
analisis de forma adecuada.

Debe de existir un aseguramiento independienteriggieo del desempefio de las
técnicas del laboratorio.

4.14.3 Razones que justifican la validacion de métodos alitcos.

Demostrar que los métodos son adecuados a lossian@liopuestos en las
condiciones descritas. La validacion es la herrataigue permite obtener las
pruebas documentales al respecto.

Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y gkglien los resultados, lo cual
a su vez minimizara el numero de fallos y repetiepermitiendo un importante
ahorro de costes.

Trabajar con métodos validados permite no solo aglocimiento del método
analitico sino también cumplir con las exigenciegales tanto del registro de
especialidades farmacéuticas como de las Buenaidasade Laboratorio (BPL),
con el fin de asegurar la calidad y eficacia detipcto.
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La validacion es también un paso o requisito preeidos procesos de transferencia
de métodos analiticos.

4.15 Caracteristicas de fiabilidad.

Esta ultima etapa permitira conocer las caractesstle fiabilidad del método para
su aplicacion rutinaria. Dichas caracteristicas lssmque demuestran la capacidad
de un método analitico para mantener a lo largo tahpo los criterios
fundamentales de validacion.

Las caracteristicas de fiabilidad comprenden losccicriterios fundamentales de
validacién, (no necesariamente aplicables en ttmpsasos) y de los que derivan
en la practica todos los parametros de validacion:

Los pardmetros de desempefio correspondientes aatlegd@ia | que fueron

incluidos en el siguiente trabajo monografico pgaraalidacién de la metodologia
analitica para la Identificacion y cuantificacioe &etametasona por HPLC se
definen a continuacion en el siguiente esquema:

Selectividad/ Precision Exactitud Lienalidad
especificidad

Repetibilidad Uso de MRC Modelo calibracién

Sefial-analito Recobrado Validez

Precision Intermedia

Efecto matriz Control calidad

Resolucion

Validacion de
método

Relacién sefialiruido

s residual Pratocolo
Efecto de factores

. exprimentales
Modelo regresién P

Informe
s intercepto
Declaracion de
la aptitud
Limite deteccion - .
y de cuantificacion Robustez Evidengiis

4.16 Parametros de Desempefio en la Validacion de MétodAsaliticos.

A continuacién se definiran en orden de secueriBasxperimentos los parametros
de validacion que fueron determinados en el sigeigabajo monogréfico.

Validacién Cuantificaciéon Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 20 de 108



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Le6n

Facultad de Ciencias Quimicas
4.16.1 Idoneidad Del Sistema.
Definicion.

El test de idoneidad del sistema consiste en ujusttnde ensayos que permiten
comprobar en el momento de utilizacion del métaglee el sistema, (analista,
reactivos e instrumental) es adecuado para llewaaba la determinacion para la
gue se ha establecido y validado dicho métodoldP@anto, el test de idoneidad del
sistema se ha de entender como parte integrantpraetdimiento de andalisis y
requisito previo a su realizacion ya que propor@ida seguridad de que en el
momento de iniciar el ensayo, el conjunto del sistecontinta siendo "valido" para
el propésito para el que fue concebidd???

Ambito de aplicacion.

El test de idoneidad del sistema es susceptibleemplearse en cualquier
procedimiento de medida en el que las condicionealitwas puedan estar
sometidas a variacion de las condiciones operdesna

Procedimiento de determinacion de la idoneidad

El test de idoneidad del sistema debe encontraneeilado de forma directa a las
caracteristicas del método analitico para el questblecio, ya que debe reflejar su
viabilidad en el momento de emplearlo.

Los requisitos que debe cumplir el método analidie@stablecen desde la primera
fase de desarrollo, aunque en esos momentos nos#sepconcretar la prueba que
permitirda comprobarlos. Durante este periodo seficisnte el registro de la
evolucion de los distintos pardmetros analiticodoalargo del tiempo y la
comprobacion de la precision del sistema realizamsalidas repetidas de una
misma preparacion de muestra.

Posteriormente, los resultados del estudio de tebupermitirdn adquirir el
conocimiento necesario para establecer los factigsos y el impacto que éstos
han tenido sobre el comportamiento del método. &stel momento de disefiar las
pruebas a realizar y establecer los criterios quean asegurar que los requisitos
establecidos se cumplirdn méas alla del momentoretmen el que se lleva a cabo
la validacion propiamente dicha.

Los ensayos de idoneidad del sistema que se emtablevendran dados por el
conocimiento adquirido del método vy la viabilidaglsli empleo en rutina debiendo
corresponderse con los valores minimos para loslagigaradmetros estudiados
permanecen dentro de las especificaciones estdaeci
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Estos ensayos no soOlo demuestran que el sistemenaeentra en perfectas
condiciones para realizar el analisis sino que @mpermiten establecer el criterio
por el que modificar las condiciones analiticascd&ss en el procedimiento con el
fin de alcanzar la idoneidad. Estas modificaciagegncontraran siempre dentro de
unos limites establecidos durante el estudio destel.

El procedimiento de realizacion del test de idoagjdasi como sus criterios de
aceptacion deben encontrarse perfectamente esthsedentro del método de
analisis, indicando las acciones a realizar en dasw cumplirse.

Parametros de evaluacion en técnicas cromatografisan columna.

Los parametros de evaluacion de los ensayos deigthhse pueden agrupar en tres
categorias:

4.16.2 Precision.

Se evalla mediante el calculo del coeficiente deasi@n de los resultados
obtenidos tras el andlisis de una serie de rem&dd una muestra.

La precision es el parametro de mas amplia apticapara la evaluacién de la
idoneidad del sistema. Aunque habitualmente sediesteobre el area del pico
cromatogréfico, también puede evaluarse sobreueaabd el tiempo de retencion.

Parametros Cromatograficos:
> Factor de retencion.

El factor de retencién es un parametro experimemtpbrtante que se utiliza para
describir las velocidades de migracion de solutoc@umnas Cromatograficas;
este factor determina la retencién de un soluto.

> Numero de platos teoricos.

El nimero de platos tedricos es una medida de leaci del sistema
cromatogréfico, que expresa el numero de picos mueden aparecer en el
cromatograma por unidad de tiempo vy, por lo tadéola capacidad del sistema de
proporcionar bandas de elucion estrechas.
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> Factor de coleo o asimetria.

Las sefales simétricas son preferibles porque riEaimlas imprecisiones en la
deteccion del inicio y el final del pico por pade los sistemas de integracion. Por
lo tanto, permiten una mejor y mas precisa cuaatifon del area bajo la curva.

> Factor de resolucion.

La resolucién es la medida de la separacion esepitos. Este pardmetro resulta
muy util para controlar el comportamiento de pasibterferencia

4.16.3 Limite de deteccidon o cuantificacion.

Una prueba de idoneidad del sistema también pued€itd para confirmar la

consecucion de un determinado limite de cuantiiicao de deteccion, con el fin de
comprobar la capacidad de cumplimiento con la iimgara el cual se ha
establecido, por ejemplo para analizar bajos nsveéeimpurezas.

Por la naturaleza de este pardmetro su aplica@déi de eleccidn en cualquier
método (cromatografico o no) utilizado para la dateacion de impurezas.

5.1 Robustez.
Definicion.

La guia ICH, Q2A define la robustez de un métodalitoo como la medida de su
capacidad para permanecer inalterado ante peqpefiadeliberadas variaciones
en ciertos parametros, proporcionando idea deasiliflad o "estabilidad" durante
su empleo en rutina. Es por tanto la capacidaddgoneuestra el procedimiento de
andlisis para proporcionar resultados vélidos exseprcia de pequefios cambios
respecto de las condiciones descritas en el métwmuakgeptibles de producirse
durante su utilizacion.

Ambito de aplicacion.

Aunque tanto las guias ICH como la USP definendbustez junto con los

parametros de validacion de un método analiticoesi\@onsiderado, todavia, un
requisito necesario para registro de especialidegies que se trata de un estudio
gue surgi6 con el fin de resolver los problemassgiplanteaban en la transferencia
de métodos analiticos entre laboratorios. En estasnstancias era frecuente que
algun parametro del método sufriera una variaci@hmgrovocaba serias dificultades
en la equivalencia entre los resultados de ambaisosede andlisis, de modo que
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con el fin de identificar los factores potencialteeariticos surgio la necesidad de
evaluar las fuentes de variacion del método deisssmdPor esta misma razoén, las
guias ICH recomiendan incluir la robustez en uisa fpropiada del desarrollo del
método y no en la validacion propiamente dichapdpace si la robustez del método
no se comprueba con anterioridad a iniciar la aaligh, puede suceder que se
intente validar un método poco robusto, con lossitpientes malos resultados y
pérdida de tiempo y dinero. Incluso después dézegal estudio de robustez podria
concluirse que se debe modificar algin paramettontodo, obligando a la
consiguiente revalidacion de los puntos necesarios.

Se considera por tanto que antes de fijar los petrés) analiticos y redactar el
método a validar, es recomendable hacer un estigdiobustez de forma que una
vez fijados los margenes en los que el método lassto, se pudieran incluir éstos
como parte del método final, dotandolo asi de uedacflexibilidad. Es decir se
tendria una justificaciéon valida que apoyaria laificacion de ciertos parametros
en el caso de que fuera necesario, por ejemplcharlade cumplir una idoneidad
del sistema en cromatografia.

Todos los métodos, sea cual sea la técnica emplesadasusceptibles de ser
sometidos a un estudio de robustez. Algunos putsthen muchos parametros sobre
los que actuar y otros menos. Ademas éstos nontipae qué ser solo factores
relacionados con la medida final, sino que puedande cualquier etapa del

procedimiento analitico, como por ejemplo la prap@mn de la muestra. Por esto, la
primera etapa del estudio es precisamente andbdar el método y definir qué

factores son los que se espera que influyan mébresultado final.

Procedimiento de determinacién de la robustez.

Factores y niveles de influencia.

Antes de definir los factores de variacion, hay ggeablecer donde se quieren
estudiar su influencia. Dicho de otra forma, queépeetros se van a medir en cada
ensayo. En el caso de un analisis cuantitativdteesuidente que se debe analizar
la influencia de cada variable sobre la concerdrade analito calculada. El estudio
de la influencia sobre varios pardmetros nunca igapla realizacion de mas
ensayos, sino que se puede hacer a partir de $v8a%i

Los factores a evaluar en cualquier método de sssgdueden ser tantos factores
cuantitativos (ej. influencia del valor de pH, galor de temperatura, porcentaje de
componente organico en una fase movil en HPLC) etmmo cualitativos (ej.
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fabricante de la columna cromatografica, fabricatdeun determinado reactivo,
etc.).

Factores que pueden variarse para la técnica iaaaiPLC para determinar la
robustez del método.

a. Composicion de la fase movil:
a.i. Porcentaje de orgénico.
a.ii. Concentracion de sales en el tampon (fuenziza).
aiii. Concentracion de aditivos (ej. aminas).
aiiii. En gradientes de elucion.

Volumen de inyeccion.

pH de la fase movil.

Temperatura de la columna.

Flujo.

Tipo de columna.

Detector: Variacion de longitud de onda (UV).

Sensibilidad de integracion.

S@roo00T

Una vez definidos los factores que pueden infloiekanalisis se ha de fijar entre
gué margenes de variacion se quieren evaluar.

Normalmente los méargenes de fluctuacion de cadarfanantitativo se distribuyen

simétricamente respecto al valor nominal descrit@lemétodo de andlisis, (ej. pH
+ 0.1) aunque no siempre tenga que ser asi, pgastto que interesa es fijar unos
intervalos que se correspondan con lo que es dédpaqae el método fluctie en el
proceso.

Tras establecer los factores a estudiar la formaeapemente mas sencilla de
comprobar la influencia de cada uno de ellos sebmétodo seria comparar los
resultados obtenidos modificando dicho factor, pe@nteniendo constantes los
demas.

Estudio de la Estabilidad.

La estabilidad de la muestra preparada para anaea&valla durante la fase de
desarrollo del método junto con la robustez. Lakektlad de las disoluciones de la
muestra, después de su preparacion segun el métododlisis, debe ser evaluada
de acuerdo al tiempo requerido para su realizad#ichos laboratorios utilizan
equipos automaticos que procesan muestras dueagtesiperiodos de tiempo, con
lo que la muestra puede permanecer horas preparges de ser analizada. De la
misma forma debe demostrarse la estabilidad delestras y patrones preparados
si se utilizan durante varios dias.
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La forma de evaluacion de este parametro en lo®dogtcromatograficos en
columna (HPLC), consistira en realizar inyeccioneplicadas de una misma
muestra a lo largo del tiempo que se consideresaeice En caso de que la
estabilidad de la muestra pueda afectar al resuled el periodo de tiempo
evaluado, se ha de hacer constar en el métoddétisign

5.2 Linealidad Rango y Sensibilidad.
Definicion.

La linealidad es la capacidad del método para poiguar resultados que son
directamente (o por medio de transformaciones natteas) proporcionales a la
concentracion del analito en la muestra dentro mle@amgo de concentraciones
establecido. Siempre que sea posible se buscar&éespaesta de tipo lineal que
facilitara su trazado, interpolacion e interpredaci

El rango se define como el intervalo entre la cotregion superior e inferior de
analito para el cual se ha demostrado la correetz@gion, exactitud y linealidad del
método descrito.

Aunque el proceso ldgico consistiria en evaluarlesuasson los limites de
concentracion en los que el método analitico pistdénealidad, normalmente se
toma como punto de partida un intervalo de coneeitnes ya establecido de
acuerdo con la experiencia, el conocimiento acalitie la técnica empleada y
principalmente en funcion de las especificaciones.

Funcion respuesta.

La funcion de respuesta (curva de calibracién) dengtodo analitico es, dentro de
un intervalo de concentraciones, la relacion emistentre la respuesta o sefial y la
concentracion o cantidad del analito en la mueka&guncion respuesta monétona
mas simple es la curva de calibracion.

Calibracion.
La calibracion es el proceso que camge:

» Preparar y analizar una serie de estandares.
» Determinar los valores de respuesta (datos prigiario
» Encontrar el modelo estadistico para ajustar ldgsdg predecir la
concentracion de un analito en una muestra.
Ambito de aplicacion.
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Segun la guia ICH Q2A se recomienda estudiar &alidad en todos los métodos
de tipo cuantitativo:

Valoracion del contenido de principio activo.
Uniformidad de contenido.

Velocidad de disolucion.

Cuantificacion de impurezas.

VVVY

Evaluacion estadistica de la linealidad.

El estudio de la linealidad no sélo implica unarespntacion grafica sino que es
necesario realizar una comprobacion estadisticete REe la inspeccion visual

preliminar que se debe realizar a la regresionalines importante verificar

estadisticamente la linealidad y la aleatoriedalkbsl®alores residuales.

53 Sensibilidad.

La sensibilidad es el gradiente de la curva deuesstp (respuesta vs concentracion),
es decir, el cambio en la respuesta de un instrimtgre corresponde a un cambio
en la concentracion del analito, en otras palalmada pendiente de la curva de
calibracion.

Cuando un método tenga una pendiente mas altatgqyese dice que el primero es
mas sensible. La IUPAC define la sensibilidad dentb mas técnica como "El

cambio en la respuesta de un instrumento dividilogb correspondiente cambio
del estimulo (sefal de entrada). Cuando se halesitéd linealidad en la curva de
respuesta este parametro es constante, sin embang@todos no lineales existen
valores para distintos rangos de concentraciénsdmsibilidad en ocasiones es
referida al limite de deteccion pero esto en gémeras aceptado.

54 Precision.

Definiciones.

La precision se relaciona con la dispersion de éalida alrededor de un valor
medio central. Expresa el grado de concordancia emisayos individuales cuando
el método se aplica repetidas veces a muestrasagegae idénticas, obtenidas del
mismo lote de material homogéneo.

El objetivo del estudio de la precision es condaesariabilidad o el mas-menos del
método de ensayo. Esta variabilidad es debidaoaesraleatorios inherentes a todo
método de ensayo. Como consecuencia de la existda@stos errores, los analisis
efectuados sobre muestras idénticas, en las mismasstancias, no conducen
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generalmente a resultados idénticos. Los factarsseptibles de influir sobre los
resultados de un ensayo no pueden ser siempreolzmlts (analista, equipo
instrumental, reactivos, tiempo, etc.) de aqui ngpdrtancia del estudio de la
precision.

En la precision pueden considerarse tres nivedgstibilidad, precision intermedia
y reproducibilidad. En el siguiente esquema podeobsgrvar de manera mas clara
la organizacion jerarquica de estos niveles.

La precision de un método analitico por o genseakexpresa como la varianza,
desviacién estandar o como la desviacion estandativa de una serie de
mediciones.

Repetibilidad.

Estudia la variabilidad del método efectuando wréesde andlisis sobre la misma
muestra en las mismas condiciones operativas (pomismo analista, con los
mismos aparatos y reactivos, etc.), en un mismorbrio y en un periodo de
tiempo corto. La repetibilidad también se conoam@@recision intra-ensayo.

La repetibilidad se expresa matematicamente pocoeficiente de variacion
(desviacion estandar relativa) de una serie dedasdi

La repetibilidad a fin de un mejor estudio se daveh dos partes:
Repetibilidad del sistema instrumental.

Este parametro estudia la variabilidad debida omécdge al instrumento, y se
determina analizando repetidamente una misma naugstforma consecutiva de 6
a 10 veces. En el caso que se desee analizaneippoi activo de una materia prima
o de una especialidad farmacéutica se prepara kestraua la concentracion
nominal.

La estimacion de la repetibilidad instrumental saliza con el calculo de la
desviacion estandar relativa de las respuestanidhte

Repetibilidad del método.

El ensayo de repetibilidad del método se efectbaesona serie de alicuotas de una
muestra homogénea que se analiza independientendagde el principio
(preparacion de muestra) hasta el final (lecturaregiltados) por el mismo
instrumento y el mismo analista.
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Se proponen dos alternativas para realizar esidiest

> Un minimo de dos muestras a la concentracion ndmina
> Un minimo de tres muestras a tres niveles de coracadn
cubriendo el intervalo especificado (un total da@stras).

La estimacion de la repetibilidad del método sézaaon el calculo del coeficiente
de variacion de las respuestas obtenidas y comtiessalos de confianza a cada
nivel de concentracion estudiado.

Precision intermedia.

En el estudio de la precision intermedia se debesiderar aquellas circunstancias
en las que se pretende desarrollar el método dgy@nBl analista debe evaluar los
efectos causados al variar una serie de factofp&o$ factores a estudiar incluyen
el dia, el analista, el instrumento, etc. No essago estudiar cada uno de estos
factores individualmente sino que es suficiente maimar que la variabilidad
aportada por el conjunto de factores esta denttosdémites establecidos.

Estudia la variabilidad del método efectuando weréesde andlisis sobre la misma
muestra pero en condiciones operativas diferemt#sréntes analistas, aparatos,
dias, etc.) y en un mismo laboratorio.

Reproducibilidad.

Estudia la variabilidad del método bajo condiciomgerativas diferentes y en
distintos laboratorios. No se hard mucha refereacéste parametro debido a que
nuestra validacion se centra en el trabajo Intcakrio.

La precision y exactitud a menudo son conceptogpgeeden confundirse, para una
mejor apreciacion de lo que significa cada una pudeanalizar la siguiente figura.

Ambito de aplicacion.

Segun la ICH Q2B el estudio de la precision se debézar Unicamente para la
determinacion cuantitativa de principios activosugntificacion de impurezas. Por
lo tanto la evaluacion de la precisibn no es nei@sai en el ensayo de
identificacion ni en el test limite de impurezas.

55 Selectividad.

Definicion.
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Capacidad de un método analitico para medir e ifd@mt simultdnea o
separadamente los analitos de interés, de forntpuiv@ca, en presencia de otras
sustancias quimicas que puedan estar presentesrerestra.

Frecuentemente el término especificidad se utitiaeno sindénimo del anterior,
aunque deberia reservarse para aquellas situadonds la respuesta obtenida solo
se puede producir con una Unica entidad quimiga, @lie no es posible cuando se
refiere a procedimientos analiticos que empleatrumgentacion no especifica.
Como existen muy pocos métodos que den respuestaasan Unico analito, el
término selectividad es normalmente mas apropiado.

La presencia de interferencias puede tener distieftectos en la determinacion del

analito como:
> Imposibilitar su inequivoca identificacion (apadici de falsos
positivos).
> Distorsionar la respuesta del analito (afectan abmante a la

pendiente y ordenada en el origen de la recta ldwa@o). Este efecto puede
delatar la presencia de interferencias desconqcdesjue también puede ser
consecuencia de recuperaciones no lineales.

La selectividad de un método analitico se debegtarchinar antes de iniciar el
estudio de cualquier otro parametro de validadiao que debe conocerse en qué
grado la respuesta del método es Unicamente piopada por el analito, sin
interferencia de otras sustancias relacionadaglod@ una u otra forma.

Ambito de aplicacion.

En el andlisis farmaceéutico la tendencia mayodtas la utilizacion de métodos lo
mas selectivos posibles, en los que la presencirde componentes tienen escasa
influencia en los resultados, por ejemplo métodwsnatograficos. De hecho es
muy dificil declarar que no existe interferencialardeterminacion de un analito
porque siempre existe la posibilidad de encontlgure sustancia, hasta el
momento desconocida, que interfiera. También seeudear el caso contrario, de
hallar alguna posible interferencia que en la praafiaria sea improbable que se
produzca.

Para efectuar estudios de selectividad se preaisamdxima informacion sobre
impurezas y productos de degradacion potencialnmetgentes en la muestra, asi
como sobre posibles interferencias debidas a exugs u otros componentes.
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El estudio de la selectividad es uno de los pan@mete mayor importancia dentro
de la validacion de un método analitico. Atendieadwiterios técnicos, se debera
establecer, en cada caso, hasta qué punto se dmioar hinterferencias (con
excipientes, impurezas y productos de degradacitebido a la imposibilidad de
reflejar todas las situaciones y consideracionsghfes.

Los criterios de selectividad que debe satisfacer método pueden diferir
dependiendo de la finalidad con que se apliqugr&do de selectividad asociado a
un método adquiere mayor relevancia si su finalidadevaluar la estabilidad del
principio activo o de la forma farmacéutica. El ot ha de permitir distinguir
entre todas las posibles especies quimicas ex@stenjue puedan generarse. Sin
embargo, para un método de control de calidad tlearla existencia de alguna
interferencia se podria aceptar si ésta es congaildamagnitud aceptable. En estos
casos la selectividad puede entrar en conflictoalacoste y el tiempo necesarios
para la determinacién del analito.

Las conclusiones de los estudios de selectividéthesnculadas al origen de la
muestra, la optimizacion de la preparacién, la @fipielad de la medida y las
condiciones instrumentales. Por tanto, cualquierhbta en las mismas supone una
reconsideracion del estudio realizado. Teniendocuemta lo anteriormente expuesto
el estudio de la selectividad es el pardmetro qua&s ocasiones debe revisarse.

A grandes rasgos el estudio de la selectividatréasu planteamiento segun el
objetivo y la técnica analitica aplicada.

Determinacion de la Selectividad segun objetivo deinsayo.
Ensayos de Identificacion.

Se debe demostrar que el método es capaz de disarism interferencias entre el
analito, sustancias de composicion similar y ofpogductos que puedan estar
presentes en la muestra.

Durante el desarrollo de una molécula la identifi@a requerird la comprobacién
de la estructura de la molécula mientras que emétodo para el control de calidad
rutinario no sera necesaria la confirmacién conapld la estructura quimica o
composicion del producto y bastara con la companacon una substancia de
referencia. En estos casos el objetivo es confirman un grado de seguridad
aceptable, que el producto se corresponde corpbrao.

Ensayos para el analisis de impurezas.
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Se debe garantizar que el método permite una eidtuae las impurezas y los
productos de degradacion definidos en estudiosigeesin interferencia de otras
sustancias que puedan estar presentes en la muestra

Para estos ensayos se presupone que se han meastadios previos y se han
definido las impurezas y productos de degradacdidceptibles de aparecer. Si el
método es selectivo para determinados productadedeadacion puede utilizarse
para controlar la estabilidad del producto.

Ensayos para la determinacion de la riqueza de urcdvo en una
especialidad farmacéutica.

El método debe evitar la interferencia de excigenproductos de degradacion y/o
impurezas en la respuesta proporcionada por el westp o0 el principio activo
objeto de la evaluacién analitica.

Una vez demostrada la selectividad del método sele@prescindir de la técnica
complementaria. EI método seguira siendo validontres se aplique a muestras
obtenidas a través de la misma ruta de sintesis ygual perfil de impurezas. En la
aplicacion rutinaria del método los parédmetros tdst de idoneidad del sistema
permiten comprobar el mantenimiento de la selaetdiyidel método.
Procedimientos de determinacion de la selectividad.

En el estudio de la selectividad, como norma génseacomparan los resultados
del analisis de muestras con y sin analito en poésep ausencia de impurezas,
productos de degradacion, sustancias relacionddaxgipientes.

Se pueden plantear diferentes alternativas paraegen a la demostracion
documental de la selectividad del método como sestraua continuacion:

Por adicion de las interferencias.

La primera aproximacion seria de aplicacion pargebos analitos para los que se
tienen identificadas las posibles interferenciastas se encuentran disponibles de
forma aislada.

En estos casos se puede comprobar la selectivmlapgazando los resultados del
analisis de muestras con y sin analito en presenciausencia de dichas
interferencias. Se evaluara a qué nivel se prodycenes preciso modificar el
método o afadir alguna técnica complementaria.
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Para una forma farmacéutica y una materia primagtapos de muestras que se
preparan normalmente serian los siguientes:

Determinaciones para la forma Determinaciones para la materia prime
farmacéutica
Matriz Blanco
Analito Analito
Matriz + Analito Otras sustancias similares
Matriz + Analito + Impurezas +  Analito + productos de degradacion +
Productos de degradacion. impurezas.

La eleccion de la concentracion en la que se eealizstudio podria ser la tedrica
de trabajo para el principio activo u otros compaesde interés (ej. Agente
estabilizante) y las interferencias a su limite iméxestablecido.

Aplicacion de técnicas confirmatorias con muesssetidas a estrés.

Otra posible aproximacién se puede realizar meeligit estudio de muestras
sometidas a estrés quimico para generar los comaguesotencialmente
interferentes; en el siguiente esquema se muestidiferentes tipos de degradacion
gue puede ser sometida el analito de interés:

Selectividad Frente Estrés Fisicoquimico.

Ensayos de
degradacién
Hidrolisis
Reflujo H,O 1 f Hidrdlisis acid: Hidrolisis alcalini
| | |
Fotolisis Oxidacion Termalisis
| | |
UV- Luz H20,-0, 105 °C
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Este tipo de estudios adquiere especial importapara los métodos en que se
desea evaluar la estabilidad de un principio acbviorma farmacéutica. Se debe
comprobar, a ser posible, la identidad del anglite la sefal proviene solo de él.
Las condiciones de estrés para lograr una degraddel orden del 10-20% en la
mayoria de principios activos son:

Condiciones para la forma Condiciones para la materia primze
farmacéutica
Calor (4(-70 °C Calor (4(¢-100 °C
Luz Luz
Humedad relativa (85¢ Acido (HCI0.1 N
Base (NaOH 0.1 1
Oxidante (F,0O, 3%)

La evaluacion de la degradacion se puede deterntiomparando los perfiles
obtenidos del producto estresado y no estresado.eS@ finalidad puede ser de
interés la superposicion, de los distintos cromatmgs obtenidos. Dichos
cromatogramas se adjuntaran en el informe a urelaesgzonable que permita la
perfecta visualizacion del perfil obtenido.

Procedimientos que ayudan a la determinacion de kelectividad
en métodos cromatograficos (HPLC).

Equipo instrumental con detector espectrofotomgtan arreglo de diodos.
Determinacion de los tiempos de retencion del emglproductos de degradacion.
Empleo de detectores de mayor selectividad.

Empleo de técnicas complementarias (espectrofotéahey de sistemas de acople
(cromatografia liquida con detector infrarrojo, Gin detector de masas).
Superposicién de espectros.

5.6 Exactitud.
Definicion y generalidades.

La exactitud de un procedimiento analitico exptagaroximidad entre el valor que
es aceptado convencionalmente como valor verdazearovalor de referencia y el
valor experimental encontrado. También es llamadalgunos casos fidelidad. En
el método de validacion se busca con el célculo laleexactitud valorar
conjuntamente los efectos sistematicos y aleatogossta muy ligado con la
precision, incluso algunos autores dividen la awatten dos componentes:
fidelidad y precision.
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Para no crear confusiones, en este estudio seddmaixactitud como fidelidad o
trueness y la precision sera un factor indepenelieninque no aislado.

Se recomienda que la exactitud se calcule despuésalla precision, linealidad y
la selectividad hayan sido establecidas.

No deben confundirse exactitud y precision. La igién esta relacionada con la
dispersion de una serie de mediciones, pero nardmma indicacion de lo cerca
gue esta del valor verdadero. Se puede tener radiimuy precisas pero poco
exactas; sin embargo, para que un método sea esacsguiere un cierto grado de
precision.

Existen dos procedimientos en general para detarnanexactitud de un método.
El primero y mas comun; es realizar la comparadéntra un material de
referencia, que puede ser un estandar trazablplagebo o una muestra con una
cantidad de analito conocida. El segundo métodooesparar los resultados con
otra técnica aln mas exacta o que por consensonces\referencia (métodos
oficiales), este caso se usa cuando no existerrialatede referencia certificados o
trazables. En el siguiente esquema se puede obszrvaterior clasificacion:

Material de referencia

trazable
e N\
Valor de [ Placebo Cargado ]
referencia
g J
[ EXACTITUD ; Muestra + Analito ]
Método
validado o de
referencia

Ambito de aplicacion.

Segun la guia (ICH, Q2A) debe ensayarse la exdotitumétodos de andlisis para
la valoracidon en materia prima y en producto acabadn métodos de analisis de
cuantificacion de impurezas.

Procedimientos de determinacion de la exactitud.
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La exactitud debe demostrarse en todo el rangociispeo para el método

analitico. Se recomiendan un minimo de nueve détagiones sobre tres niveles
de concentracion del analito que cubran el rangeaificado, por ejemplo tres

determinaciones por tres niveles de concentragida,podrian ser la concentracion
central y las concentraciones en los extremos a@ja. En funcion del tipo de

método a validar y de cada caso concreto se deébeed en cuenta el rango de
concentraciones de trabajo.

La exactitud se expresara como porcentaje de regxipa (ver ecuacion) en la
valoracion de una cantidad conocida de analitoidfagbbre la muestra o como la
diferencia entre la media obtenida y el valor aagptcomo verdadero junto a los
intervalos de confianz&>®

Xm
2%0R=——%100
L
Diferencia (Sesgo) =X, — |
Expresion matematica de la exactitud

Donde Xm es el valor medio encontrado y p es @nadeptado como verdadero.

Aplicacion del método analitico a una muestra de ccentracion
conocida.
La muestra de concentracion conocida se prepaagiage un placebo cargado con
cantidades conocidas de analito, o bien, cuanddified o imposible obtener un
placebo que no contenga el analito en cuestiépuede usar el método de adicion
estandar sobre el problema.

Método del placebo cargado.

Se prepara un placebo que contiene todos los ilegited menos el analito, es decir,
gue sea la misma matriz. A este se agregan caatidamhocidas de analito, minimo
tres niveles y tres repeticiones a cada uno. Swmiledla recuperacion. Este método
puede presentar cierto grado de incertidumbre gtitage solo una aproximacion a
la muestra en casos reales.

Recobrado y evaluacion de interferencias (EFECTO DMATRIZ).

El efecto matriz es el cambio en la pendiente dautga de calibrado, o alteracion
de la sensibilidad, producida por la matriz (medjoe conforma todos los
componentes de la muestra que contiene el analito).

Validacién Cuantificaciéon Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 36 de 108



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Le6n

Facultad de Ciencias Quimicas

El efecto es producido debido a la particular foqnémica en que se encuentra el
analito en la muestra, y también a su entornodigiénico, esto es, a la presencia
de los componentes de la muestra que interaccamasl analito de interés.

Los componentes de la matriz pueden provocar wicetepresor o intensificador
de la sefial analitica o efecto de matriz. Paramimair este efecto se utiliza el
método de adicion patrén en la curva de calibracion

Para determinar si existe o no efecto matriz Senastl porcentaje de recobro por
comparacion de las pendientes de las curvas daa@bn de la muestra versus la
curva de calibracion del estandar.

5.7 Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion.
Definicion y generalidades.

Se entiende por limite de cuantificacion (LC) dehdi método, la minima cantidad
de analito presente en la muestra que se pueddifmaan bajo las condiciones
experimentales descritas, con una adecuada pregisgxactitud; y por limite de
deteccion (LD) la minima cantidad de analito emlzestra que se puede detectar
aunque no necesariamente cuantificar bajo dichadidones experimentales (ICH,
QZA).

El limite de cuantificacion es por tanto un térmitwantitativo mientras que el
limite de deteccion es soélo cualitativo, encontoégedentre ambos términos un
rango de concentraciones en el que si bien no poedetificarse el analito en
cuestion con razonable certeza, si puede detectarggesencia sin incurrir en
falsos positivos.

No deben confundirse estos términos con otro alrguenalmente se asocian, la
sensibilidad, ya que, ésta es la capacidad de tmdmée andlisis para discriminar
pequeias diferencias en concentracion o masa dedoarPor lo tanto en términos

practicos, la sensibilidad es la pendiente de laacule calibracién obtenida al

representar la respuesta frente a la concentradtdn.este sentido una alta
sensibilidad del método analitico no siempre pexrsitponer inferiores limites de
cuantificacién y de deteccién, ya que lo que ddiirdstos limites es la relacién
entre el ruido y la sefal debida al analito; esrdeceste respecto siempre es
preferible un sistema con bajo ruido de fondo @acds una menor sensibilidad.

Ambito de aplicacion.

De esta definicion general se derivan, no obstantéeserie de cuestiones previas a
resolver, tales como cuando es necesario estabtecéimites de cuantificacion y
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deteccidon para un método de analisis y cuél estetés en su determinacion; es
decir, qué aporta a la validacion del método establdichos limites.

Como ya se ha apuntado con anterioridad, la gigartita ICH establece como
necesaria la determinacion del limite de detecerdométodos de analisis destinados
a la evaluacion de impurezas mediante ensayo<slii#to es, ensayos en los que
simplemente se determina si la cantidad de impupeegaente en la muestra es
superior 0 no al limite establecido en especifimaes, sin dar un valor numeérico.
Se trata de demostrar de esta forma que el méwdeabnente capaz de detectar la
concentracion limite y superiores.

Por otra parte, cuando el método se define comometodo de analisis de
valoracion de contenido en el cual siempre se jmedan rangos muy alejados de la
minima cantidad detectable o cuantificable por ali@, no seria necesario la
determinacion de éstos parametros; no obstantamng se ha insistido a lo largo de
la monografia, la validacion permite un mejor camdento del método analitico, y
desde este punto de vista, saber cudles son ladazis minimas de analito que se
podria cuantificar puede resultar muy interesarde gcasiones Util.

Es importante recordar que una vez establecidos éstites y como en cualquier
otro pardmetro de validacién, sera necesario relealos siempre que se
introduzcan variaciones en el método que puedattaafa su valor, o se modifique
el modelo de equipo empleado en el analisis @ijsferencia de métodos analiticos
interlaboratorio).

Métodos determinacion del LD y LC.

v' Métodos basados en el examen visual.

Método basado en la relacion sefial/ruido.

v' Método basado en la desviacion estandar de la estpulel blanco y la
pendiente de la recta de calibrado.

v' Métodos instrumentales que no corrigen la sefiatdra un blanco.

v' Método basado en la extrapolacion de la recta liler@do a concentracion
cero.

<

Validacién Cuantificaciéon Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 38 de 108



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Le6n

Facultad de Ciencias Quimicas

V DISENO METODOLOGICO.

5.1Descripcién de las actividades a realizar.

Para la implementacion, desarrollo y validacion lalemetodologia analitica la
cuantificacion de Betametasona en la crema seaeaili las siguientes actividades:

v" Revision bibliogréafica sobre el desarrollo y vatigm en bibliografia escrita
(libros, farmacopeas, manuales de equipos, reyisésss, memorias de
practica, apuntes de cursos, etc.) y en internet.

v También se consulté a profesionales expertos @¢aneh acerca de dudas
puntuales.

v" Revision bibliogréafica del principio activo Betarasbna Dipropionato y los
demas componentes de la formulacién.

v Manejo del equipo HPLC (bases del funcionamientb etpiipo y sus
componentes, manejo del software, mantencion, tg@solumnas y sus
caracteristicas, cuidados y precauciones, etc).
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v Implementacion de la metodologia analitica paracuantificacion de
Betametasona en la crema con estandar y produatonglo, verificAndose
que las condiciones de trabajo eran adecuadas.

v' Definicion de las condiciones generales de tralgj@paracion de la
muestra, estandar con que se trabajaria, etc).

v' Definicién de las técnicas especificas para lauagabn de cada uno de los
parametros de desempefio, los analisis estadigjicbsse aplicardn a los
resultados de cada parametro y los criterios dptacién para cada uno de
éstos.

Redaccion del documento que contenga toda la irfcion pertinente del
tema.

Ensayos preliminares de la medicion de los parasele desempefio.
Realizacién de la validacion de la metodologia d@aBietasona en la crema.
Tratamiento de datos.

Emision de documentos finales.

<

NN NN

5.2 Poblacién en estudio.

La poblacion en estudio fueron 30 tubos de Betasnata0.05% Crema y 10 tubos
de placebo del mismo producto, el numero de lotdick®os tubos fue de 630810 y
640810 respectivamente.

5.3 Muestra.

El procedimiento a seguir para la seleccion de nagestras a utilizar en la
realizacion de los analisis sera a través de TablaEstandar empleando un
Muestreo Aleatorio Simple; tomando para ello unasina del 16% del universo en
estudio.

Las Muestras a utilizar tanto de Placebo como dmlUteto Terminado son

solicitadas al Departamento de Investigacion y Dela.

Una vez recibidas las muestras se trasladan alr@@epento de Control de Calidad
al Area de Fisicoquimica de LABORATORIOS RAMOS Ssg, identifican como

muestras para desarrollo y validacién y se almacen&emperatura entre 15°C-
30°C.

5.4 Alcance.

El analisis propuesto aplica para la Identificaciy Cuantificacion de
Betametasona 0.05%, Crema que contiene como poneigtivo Betametasona
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Dipropionato equivalente a Betametasona Base dezawa por el método de
cromatografia liquida de resolucion

5.5 Area de estudio.

La ejecucidén de las caracteristicas de fiabilidagacametros de validacion del
método de analisis de Betametasona 0.05%, Cremeakean en el Departamento
de Control de Calidad, en el que se encuentra teldonaterial analitico,

documentacion actualizada y aprobada, equipos positivos de seguimiento y
medicion necesarios para realizar los parametresiiacion.

5.6 Materiales usados en el trabajo analitico.

Los materiales siguientes se utilizan para el dekary validacion de la
metodologia analitica:

5.7 Cromatografo Liquido de Alta Resolucién (HPLC) SHIMADZU modular.

Modulos Descripcion Modelo Serie
Bandeja para Bandeja de capacidad de 6
recipientes de larecipientes de Fase Movil.
Fasemoévil | | U0 T

Cuatro recipientes para
fase movil y un recipiente
I

ReC|p|ente,s. paraIoara el lavado de DURAM |  —mee-

la Fase Movil automuestreador todos de SCHOTT
capacidad de 900 mL.

Desgasificador Desgasificador en linea dePromminince DGU-20A5
la Fase Movil. Degasser

Validacién Cuantificaciéon Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 41 de 108



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Le6n

Facultad de Ciencias Quimicas

Bomba Cuaternaria LC-20 AT L 2011475900p

Inyector Automatico SIL — 20 AHT L 20344755434

Horno Horno para la columna CTO- 202 L 20204751139

cromatografica.

Detector Espectrofotométrico con SPD- M20A L 20154750747

Arreglo de Diodos.
Integrador Integrador entre el equipo INT-205P L-254254789
y el PC.
Nombre Descripcion

Columna cromatografica Agilent Zorbax Eclipse XDBL& 150 mm x 4.6 mm 5 pn{.
Marca: A&D; Modelo: HM-120; Capacidad: Max: 120d y

Balanza Analitica Min: 0.0001g; Desviacion: 0.01 mg; Condiciorjes
Operacional Ambiental: Temperatura: 5 a 40°C y Hisd¢
Relativa:< 85%.

Bafio ultrasonico Fisher Scientific

Bomba de succién Para filtrar y desgasificar suk® o0 la fase movil.

Pipetas volumétricas Pipetas volumétricas clasefcaPyrex.

Filtros Filtro de papel marca Whatman, acrodisdes0.45um
filtros de membrana de 0.45 pum para filtrar solesnt fase
movil.

Espatulas Espatula para pesar los estdndaresealcs/os a usar.

Balones Balones Pyrex clase A.

Vasos de Precipitacion Beaker Pyrex.

Probetas Probetas.

Jeringa de plastico Para la toma de muestra.

Viales Marca Agilent de 1.3 mL..

Destilador de Agua Destilador de Agua potable.

Computadora Toshiba.

Impresora Hp laser.

Calculadora CASIO.

Barra magnética @ | ------—---

Cocina con agitadar----------

magnético 1

5.8 Reactivos Utilizados.
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Los reactivos siguientes se utilizaran durantgdeueion de esta validacion:

Reactivo Pureza en % Grado Lote Marca
Acetonitrilo 99.95% HPLC 75-05-§ JB Bake
Acido Acético Glacial 100.2% ACS 102831 JB Bakdr
Metanol 99.99% HPLC 67-56-1 JB Bake
Metanol 99.98% ACS J21C60 JB Baker
Acido Clorhidrico 37.4% ACS J19C04 JB Bakey
Hidréxido de Sodio 98.4% ACS 1310732 JB Bakgr
Peroxido de Hidrogeno 30.0 ACS 125454 MERCK
Agua Destilada

5.9 Estandares de Referencia.

Primario: Betametasona Dipropionato.

Marca Estandar de referencia primario USP
Pureza 99.7%

Fecha de Fabricacion 06/2009

Fecha de Vencimiento 05/2014

Fabricante USP34NF29

Secundario: Betametasona Dipropionato.

Lote BDP/N/002/09
Pureza 100.39%

Fecha de Fabricacién 06/2009

Fecha de Vencimiento 05/2014
Fabricante Ipca Laboratories Limited

Secundario: Betametasona Base.

Lote Bb/N/042/10
Pureza 99.75 %

Fecha de Fabricacién 07/2009

Fecha de Vencimiento 07/2014
Fabricante Ipca Laboratories Limited
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Secundario: Betametasona Valereato.

Lote BV/V/055/11

Pureza 98.85 %

Fecha de Fabricacion 08/2010

Fecha de Vencimiento 08/2016
Fabricante Ipca Laboratories Limited

Secundario: Betametasona Benzoato.

Lote BBE/N/542/09
Pureza 99.37 %

Fecha de Fabricacion 05/2008

Fecha de Vencimiento 05/2011
Fabricante Ipca Laboratories Limiteg

Secundario: Betametasona Acetato.

Lote BAE/N/777/12
Pureza 100.05%

Fecha de Fabricacién 06/2010

Fecha de Vencimiento 05/2014
Fabricante Ipca Laboratories Limited]

Secundario: Dexametasona Base.

Lote DX1234578
Pureza 99.57 %
Fecha de Fabricacion 07/2009
Fecha de Vencimiento 05/2014
Fabricante | = -eeeeee

5.10 Procedimiento Analitico para la Identificacion y Cuantificacion de
Betametasona 0.05% Crema.

5.10.1  Solucion de Acido Clorhidrico 0.1 N (100 mL).

Validacién Cuantificaciéon Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 44 de 108



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Le6n

Facultad de Ciencias Quimicas

En un balén volumétrico de 100 mL, agregar 25 mlAdea Destilada. Agregar 0.8
mL de Acido Clorhidrico concentrado y agitar. Eafra temperatura ambiente y
aforar hasta volumen con Agua Destilada.

5.10.2  Solucién Hidréxido de Sodio 0.1 N (100 mL).

Pesar 400 mg de Hidroxido de Sodio y transferin &alon volumétrico de 100 mL.
Agregar 25 mL de Agua Destilada y disolver manual@@or un minuto. Enfriar a
temperatura ambiente y aforar hasta volumen coraAgstilada.

5.10.3 Solucion Metandlica de Acido Acético Glacial, 0.038, 1 L
(Solucion Diluyente).

En un balén volumétrico de 1 L, agregar 200 mL detdviol ACS, posteriormente
con ayuda de una pipeta volumétrica adicionar 2dalAcido Acético Glacial.
Mezclar manualmente y aforar hasta volumen con gtaCsS.

5.10.4 Preparacion de la Fase Movil.

En una probeta de 500 mL mezclar de forma adeci@qgemrtes de Metanol grado
HPLC, 58 partes de Acetonitrilo y 32 partes de ADeatilada, filtrar por medio de
filtro nylon de 0.45um con ayuda de succidn al ®ag proteger la solucion
anterior del contacto del oxigeno.

5.11Método de Identificacion de Betametasona Dipropiorta en el
Producto Betametasona 0.05% Crema.

Preparar una Solucién Estandar, una Solucion Majestia Solucién Placebo y una
mezcla de Corticoides de la siguiente manera.

5.11.1  Preparacion de Solucion Estandar.

Pesar la cantidad de 16.1 mg de estandar secunttaBetametasona Dipropionato
(ajustar la pureza si es menor del 100%), equitalanl2.5 mg de Betametasona
Base y transferirlo a un balon volumétrico de 50, mdicionar aproximadamente

25 mL de Solucién Diluyente, disolver por agitacidtrasénica durante 3 minutos,

enfriar a temperatura ambiente, aforar con SoluBidmyente, agitar manualmente

por 30 segundos. Solucién N°1.
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De la Solucién N°1 tomar, con ayuda de una pipetamétrica, una alicuota de 1
mL vy transferirlo a un balén volumétrico de 25 ndfprar hasta volumen con
Solucién Diluyente, agitar de forma manual por 8gundos. Filtrar la solucion
anterior por medio de acrodiscos de 0.45 um yileiades.
Concentracion final de Betametasona Base: 10 pg/mL

5.11.2  Preparacion de Solucion Muestra.

En un beaker de 250 mL, pesar 5 g de crema de B&taona 0.05%, equivalente a
2.5 mg de Betametasona Base, adicionar aproximadan¥® mL de Solucion
Diluyente, agregar un magneto y programar a 602 @inperatura del agitador
magnético, disolver la porcion pesada de cremagibacion magnética durante 10
minutos. Transferir el contenido del beaker cuatiihtmente a un balon
volumeétrico de 100 mL, enfriar a temperatura antieieaforar hasta volumen con
Solucién Diluyente y mezclar vigorosamente la sidlugor 1 minuto. Sumergir la
solucion anterior en un bafio de hielo y metanoll@ominutos. Filtrar una porcion
de la solucion por medio de papel filtro de 110 derdidmetro. Solucion N°1.

De la Solucién N°1 tomar con la ayuda de una pipelamétrica una alicuota
filtrada de 10 mL, transferir a un baldén voluméride 25 mL y aforar hasta
volumen con Solucion Diluyente, Filtrar la soluci@nterior por medio de
acrodiscos de 0.45 um y llenar viales.

Concentracion final de Betametasona Base: 10 pg/mL.

5.11.3 Preparacion de la Solucion de Corticoides.

Pesar aproximadamente las cantidades de 12.5 rBgtdenetasona Base, 16.1 mg
de Betametasona Dipropionato, 11.3 mg de Betamwagaetato, 9.9 mg de
Betametasona Benzoato, 10.3 mg de Betametasoneed@gtodas las pesadas de
los esteres de Betametasona son equivalentes antPde Betametasona Base) y
12.5 mg de Dexametasona Base, y transferir de fotraatitativa cada pesada a un
balon volumétrico de 100 mL, adicionar aproximadat®e50 mL de Solucién
Diluyente, disolver por agitacion ultrasonica duaearb minutos, enfriar a
temperatura ambiente, aforar con Solucién Diluyeatgtar manualmente por 30
segundos. Solucién 1.

De la solucion anterior tomar, con ayuda de unatpigolumétrica, una alicuota de
1 mL y transferirlo a un balén volumétrico de 25 ,naforar hasta volumen con
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Solucion Diluyente, agitar de forma manual por 83undos. Filtrar la solucion
anterior por medio de acrodiscos de 0.45 um yileiades.

Concentracion final de Betametasona Base: 10 pg/mL.

Concentracion final de Dexametasona: 10 pg/mL.

5.11.4  Preparacion de Solucién Placebo.

En un beaker de 250 mL, pesar 5 g de Placebo damB&sona 0.05%, Crema,
adicionar aproximadamente 75 mL de Solucién Dilbgeagregar un magneto y
programar a 60° C la temperatura del agitador megnélisolver la porcién pesada
de crema por agitacion magnética durante 10 mindu@sferir el contenido del
beaker cuantitativamente a un balén volumétricd@e mL, enfriar a temperatura
ambiente, aforar hasta volumen con Soluciéon Diltgierfsumergir la solucion
anterior en un bafo de hielo por 5 minutos. Filtraa porcion de la solucién por
papel filtro de 110 mm de diametro. Solucién 1.

De la solucidn anterior tomar con la ayuda de upata volumétrica una alicuota
filtrada de 10 mL, transferir a un baldén voluméride 25 mL y aforar hasta
volumen con Solucién Diluyente, filtrar una porcide la solucion anterior por
medio de acrodiscos de 0.45 umy llenar los viales.

Concentracion final de Betametasona Base: 0.0 pg/mL

Condiciones Cromatograficas y del Método de Iderftcacion.

Columna Agilent Zorbax Eclipse XDB C-18 150 mm & /.xam 5 pum.
Fase Movil Agua: Acetonitrilo: Metanol (32:58:10).
Sistema de Bombeo Ternario o Isocratico.

Flujo 1.0 mL/min.

Presion 90 + 10 Bar.

Volumen de Inyeccion 20 pL.

Temperatura Hornp

Columna 30.0 °C.

Sistema de Deteccion Espectrofotométrico con Seribiodos.
Longitud de Onda 240 nm.

Factor de Respuesta Tiempos de Retencion.

Tiempo de  Retencigi.5-5.9 Minutos.
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(Betametasona
Dipropionato)

Tiempo de Corrida 6.5 Minutos.

Betametasona Dipropionato Estandar de Referq
Estandar de Referencia Secundario.

Concentracion Nominal 10 pg/mL de Betametasona Base.

5.11.5 Procedimiento y Criterio de Aceptacion.
Procedimiento.

Inyectar por triplicado las soluciones anteriornegoteparadas en el Cromatografo
de Liquidos de Alta Resolucion y registrar los pe® de retencion promedio
obtenidos tras la inyeccion del estandar, muesplagebo respectivamente.

Criterio de Aceptacion.

El tiempo de retencion del pico principal en elnsabograma de la preparacion de la
solucion estandar secundario de Betametasona Dimatp se debe de
corresponder con el tiempo de retencion del pigacigral del cromatograma de la
preparacion de la solucion muestra.

El tiempo de retencion del pico principal en elnsabograma de la preparacion de la
solucion estandar secundario de Betametasona ne dielcorresponder con el

tiempo de retencién del pico principal del cromaaoga de la preparacion de la
solucion placebo.

El tiempo de retencion del pico principal en elnsabograma de la preparacion de la
solucion estandar de Betametasona Dipropionatoebe de corresponder con el
tiempo de retencion del pico de Betametasona Dipnapo en el cromatograma de
la preparacion de la mezcla de estandares de Betsona Base, Dipropionato,

Valeriato, Benzoato, Acetato y Dexametasona.

5.12 Método de Cuantificacion de Betametasona Dipropiorna
Equivalente a Betametasona en el Producto Betametasm
0.05% Crema.
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Preparar una Solucion Estandar, una Solucién Mueastra Solucion Placebo y una
Solucién de Placebo Cargado de la siguiente manera.

5.12.1 Preparacion de Solucién Estandar.

Pesar la cantidad de 16.1 mg de estandar secunitaBetametasona Dipropionato
(ajustar la pureza si es menor del 100%), equitalanl2.5 mg de Betametasona
Base y transferirlo a un baldn volumétrico de 50, mdlicionar aproximadamente

25 mL de Solucién Diluyente, disolver por agitacidtrasénica durante 3 minutos,

enfriar a temperatura ambiente, aforar con SoluBibuyente, agitar manualmente

por 30 segundos. Solucién N°1.

De la Solucién N°1 tomar, con ayuda de una pipetamétrica, una alicuota de 1
mL vy transferirlo a un balén volumétrico de 25 ndfprar hasta volumen con
Solucion Diluyente, agitar de forma manual por 83undos. Filtrar la solucion
anterior por medio de acrodiscos de 0.45 um yileiades.
Concentracion final de Betametasona Base: 10 pg/mL

5.12.2  Preparacion de Solucion Muestra.

En un beaker de 250 mL, pesar 5 g de crema de B&taona 0.05%, equivalente a
2.5 mg de Betametasona Base, adicionar aproximadan¥® mL de Solucion
Diluyente, agregar un magneto y programar a 60a @mperatura del agitador
magnético, disolver la porcion pesada de cremagibacion magnética durante 10
minutos.

Transferir el contenido del beaker cuantitativareentin balén volumétrico de 100
mL, enfriar a temperatura ambiente, aforar haskanven con Solucion Diluyente y
mezclar vigorosamente la solucién por 1 minuto.

Sumergir la solucién anterior en un bafio de hyeheetanol por 10 minutos. Filtrar
una porcién de la solucion por medio de papelofiie 110 mm de didmetro.
Solucion N°1.

De la Solucion N°1 tomar con la ayuda de una pipelamétrica una alicuota
filtrada de 10 mL, transferir a un baldén voluméride 25 mL y aforar hasta
volumen con Solucion Diluyente, Filtrar la soluci@nterior por medio de
acrodiscos de 0.45 um y llenar viales.

Concentracion final de Betametasona Base: 10 pg/mL.

5.12.3 Preparacion de Solucion de Placebo Cargado.
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Pesar en un beaker de 250 mL, 5 g de Placebo denBe&tsona 0.05 %, Crema;
pesar por aparte 6.43 mg de Betametasona Diprdpidagistar la pureza si es
menor del 100%) equivalente a 5 mg de BetametaBasa, adicionar 75 mL de
Solucion Diluyente, agregar un magneto y prograen&0° C la temperatura del
agitador magnético, disolver la porcion pesadaréena por agitacion magnética
durante 10 minutos. Transferir el contenido dekbeauantitativamente a un balén
volumétrico de 100 mL, enfriar a temperatura antieieaforar hasta volumen con
Solucién Diluyente y mezclar vigorosamente por huto. Sumergir la solucién
anterior en un bafio de hielo y metanol por 10 noswFiltrar una porciéon de la
solucion por papel filtro de 110 mm de didmetrduion N°1.

De la Solucion N°1 tomar con la ayuda de una pipelamétrica una alicuota
filtrada de 5 mL, transferir a un balon volumétram 25 mL y aforar hasta volumen
con Solucién Diluyente, filtrar una porcién de lBugion anterior por medio de
acrodiscos de 0.45 um vy llenar los viales.

Concentracion de Betametasona Base: 10 pg/mL.
5.12.4  Preparacion de Solucion Placebo.

En un beaker de 250 mL, pesar 5 g de Placebo dem@&sona 0.05%, Crema,
adicionar 75 mL de Solucion Diluyente, agregar wagneto y programar a 60° C la
temperatura del agitador magnético, disolver lacipor pesada de crema por
agitacion magnética durante 10 minutos.

Transferir el contenido del beaker cuantitativareenun balon volumétrico de 100
mL, enfriar a temperatura ambiente, aforar hastamven con Solucion Diluyente y
mezclar vigorosamente la solucion anterior por Auta.

Sumergir la solucion anterior en un bafio de hietoeganol por 10 minutos. Filtrar
una porcion de la solucion por papel filtro de 14 de diametro. Solucion N°1.
De la Solucién N°1 tomar con la ayuda de una pipelamétrica una alicuota
fitrada de 10 mL, transferir a un balon voluméiride 25 mL y aforar hasta
volumen con Solucion Diluyente, filtrar una porcide la solucion anterior por
medio de acrodiscos de 0.45 um y llenar los viales.

Concentracion final de Betametasona Base: 0.0 p.g/mL

Condiciones Cromatogréficas y del Método de Cuarftcacion.

Agilent Zorbax Eclipse XDB C-18 150 mm 4.6 mm 5
Columna pm.

Fase Movil Agua: Acetonitrilo: Metanol (32:58:10).
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Sistema de Bombeo Ternario o Isocratico.

Flujo 1.0 mL/min.

Presion 90 + 10 Bar.

Volumen de Inyeccion 20 pL.

Temperatura Horno Columna 30.0 °C.

Sistema de Deteccion Espectrofotométrico con $eridiodos.
Longitud de Onda 240 nm.

Factor de Respuesta Areas.

Tiempo de Retencign
(Betametasona Dipropionato) 4.5-5.9 Minutos.

Tiempo de Corrida 6.5 Minutos.

Betametasona Dipropionato Estandate Referenci
Estandar de Referencia Secundario.
Concentracion Nominal 10 pg/mL de Betametasona Base.

5.12.%Procedimiento y Criterio de Aceptacion.

Inyectar por triplicado las soluciones anteriorreepteparadas en el cromatégrafo
de liguidos de alta resolucion y registrar las sargstenidas tras la inyeccion del
estandar, muestra, placebo y placebo cargado tespeente.

El contenido de Betametasona Dipropionato equitalarBetametasona Base en la
Crema se debe de encontrar en el rango de 10A.0M&%.

5.13Procedimiento para la determinacion de los paramets de
desempefio en la validacion de la metodologia anaé.

5.13.1 Idoneidad del Sistema

Preparar 3 soluciones estandares tal como se iratical apartado 5.11.1 del
presente documento y realizar inyecciones por gpiitdo de cada solucion
estandar.

El andlisis de los resultados se realiza mediahteakulo del porcentaje de
desviacion estandar relativa de los resultadosnatie (Areas y Altura de los
picos) y determinando los parametros cromatogréfigee permitan una evaluacion
de la eficacia del sistema cromatografico, (Tiempm&etencion, Niamero de Platos
Tedricos, Factor de Asimetria y Factor de Capagidad

Criterios de Aceptacion
Parametros Evaluados | Especificaciones
Parametros Cuantitativos
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Areas %RSD< 2.0% (Comparar los dds
Altura %RSD y el menor sera el factor ple
Respuesta en la cuantificacion).
Parametros Cualitativos

Tiempos de Retencion | %RSD2.0%
Parametros Cromatograficos
Numero de Platos Teodricos A\2000
Factor de Simetria 08T<20
Factor de Retencion 20k <20.0

5.13.2 Robustez.

La robustez se verificard mediante la realizaciéncdmbios en las condiciones
nominales del método analitico, los factores déagam en el método analitico son
la Longitud de Onda del maximo de absorcion delitan@: 2nm), el flujo (+ 0.1
mL) y la proporcion de solventes orgénicos (+ 2u¥gdo para la elucion del soluto.
Del producto terminado preparar una Soluciéon Maetstrcomo se muestra en 5.11
del presente documento y una Solucién Estandacowo en 5.11 del presente
documento y desarrollar las condiciones de cambi@leanalisis descritas en la
tabla siguiente:

Nede | Longtudde | Fujo(eo1 |  Froperdin de Solventes
Experimentos| Onda (+ 2 nm) mL/min) a
Metanol (%) | Acetonitrilo (%)
1 (Control) 240 1.0 10 58
2 238 0.9 9 57
3 242 0.9 9 57
4 238 1.1 9 57
5 242 1.1 9 57
6 238 0.9 11 59
7 242 0.9 11 59
8 238 1.1 11 59
9 242 1.1 11 59
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Inyectar las soluciones muestras y estandaresriphicado por cada Factor de
Cambio. El analisis de los resultados se realizdianée el calculo del Porcentaje
de Desviacidon Estandar Relativa de los resultattenalos de los 9 experimentos,
los intervalos de confianza de los porcentajespe@do de los 9 experimentos, el
porcentaje recuperado de cada variacion del métatiserminando los parametros
cromatograficos que permitan una evaluacion de figada del sistema
cromatografico, (Numero de Platos Teoricos, Facter Asimetria, Factor de
Resolucion y Factor de Capacidad).

Criterios de Aceptacion
Parametros Evaluados | Especificaciones
Parametros Cuantitativos
Porcentaje Recuperado Por cada
Factor de Cambio 100.00 * 3.0%.
Promedio del Porcentaje Recuperado
obtenido en los 9 ensayos
Parametros Cualitativos

El %RSD por cada experiments
Tiempos de Retencion 2.0% y el promedio de los 9 %RYD
por ensayo debe de seB.0%.
Parametros Cromatograficos

Numero de Platos Tedricos 2000
Factor de Simetria 08T<20
Factor de Retencién 20k <20.0

5.13.3  Selectividad del Método.
Frente a Excipientes.
» Preparacion de Solucion Placebo.

Preparar una solucion de placebo segun como seaimh la seccion 5.12.4 del
presente documento.

» Preparacion de Solucion Muestra.

Preparar una solucion Muestra segun como se irglicda seccion 5.12.2 del
presente documento.
» Preparacion de la Mezcla de Corticoides.

Preparar una mezcla de Corticoides en soluciénnsegino se indica en la seccion
5.11.3 del presente documento.
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» Preparacion de Solucion Estandar.

Preparar una solucion estandar segin como se irdicia seccion 5.11.1 del
presente documento.

Inyectar por triplicado las soluciones anteriormreepireparadas y registrar los
respectivos cromatogramas.

> Criterio de Aceptacion

1. Labanda de elucion principal del pico en el crageama de la preparacion de
la solucién estandar se corresponde con la banddudeén principal del pico
principal en el cromatograma de la solucion muestra

2. La banda de elucion de todos los picos producidosla preparacion de la
solucién placebo no eluyen cerca de la banda ddelResolucion mayor de
2) del pico principal en la preparacion de la sdin@standar y muestra en sus
respectivos cromatogramas.

3. El tiempo de retencion del pico principal en elnsabograma de la preparacion
de la solucion estandar de Betametasona Diprogig®atebe de corresponder
con el tiempo de retencién del pico de Betametaddimsopionato en el
cromatograma de la preparacion de la mezcla dedzs&s de Betametasona
Base, Dipropionato, Valeriato, Benzoato, Acetafidexametasona.

Frente a Estrés Quimico.
Solucion Estandar.

> Hidrélisis Acida.

Pesar la cantidad de 16.1 mg de estandar secun#aBetametasona Dipropionato
(ajustar la pureza si es menor del 100%), equitalanl2.5 mg de Betametasona
Base y transferirlo a un balon volumétrico de 50, mudicionar 25 mL de Solucion
Diluyente, disolver por agitacion ultrasonica duean3 minutos, enfriar a
temperatura ambiente y adicionar 10 mL de Acidori@thico 0.1 N, aforar con
Solucion Diluyente y mezclar manualmente por 1 ngnalmacenar la solucion
analitica asi obtenida a 40°C y 75% de humedativelpor 72 horas. Solucién
N°1.

De la solucion anterior tomar, con ayuda de unatpipolumétrica, una alicuota de
1 mL y transferirlo a un balon volumétrico de 25 ,naiforar hasta volumen con
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Solucién Diluyente, agitar de forma manual por 8gundos. Una porcion de la
solucion anterior por medio de acrodiscos de Om% lienar viales.

> Hidrolisis Alcalina.

Pesar la cantidad de 16.1 mg de estandar secuni#aBetametasona Dipropionato
(ajustar la pureza si es menor del 100%), equitalanl2.5 mg de Betametasona
Base y transferirlo a un balon volumétrico de 50, mudicionar 25 mL de Solucion
Diluyente, disolver por agitacion ultrasénica dd@ean3 minutos, enfriar a
temperatura ambiente y adicionar 10 mL de HidréxddoSodio 0.1 N, aforar con
Solucion Diluyente y mezclar manualmente por 1 tunalmacenar la solucion
analitica asi obtenida a 40°C y 75% de humedativieelpor 72 horasSolucion
N°1.

De la solucién anterior tomar, con ayuda de unatpipolumétrica, una alicuota de
1 mL y transferirlo a un balén volumétrico de 25 nalforar hasta volumen con
Solucién Diluyente, agitar de forma manual por 8gundos. Una porcion de la
solucion anterior por medio de acrodiscos de OmY lienar viales.

> Oxidacion.

Pesar la cantidad de 16.1 mg de estandar secundiridetametasona
Dipropionato (ajustar la pureza si es menor del 100%), equitala 12.5 mg de
Betametasona Base y transferirlo a un balén volumétrico de 50 mLijcamhar 25
mL de Solucién Diluyente, disolver por agitacioragonica durante 3 minutos,
enfriar a temperatura ambiente y adicionar 10 mlPdexido de Hidrogeno 3%,
aforar con Solucion Diluyente y mezclar manualmgrie 1 minuto; almacenar la
solucion analitica asi obtenida a 40°C y 75% deeuat relativa por 72 horas.
Solucion N°1

De la solucién anterior tomar, con ayuda de unatpipolumétrica, una alicuota de
1 mL y transferirlo a un balén volumétrico de 25 nalforar hasta volumen con
Solucién Diluyente, agitar de forma manual por 8gusndos. Una porcion de la
solucion anterior por medio de acrodiscos de Om% lienar viales.

Procedimiento y Criterio de Aceptacion.

Inyectar por triplicado las soluciones anteriormreepireparadas y registrar los
respectivos cromatogramas.

Comparar los cromatogramas del estandar a condiiamormales con los
cromatogramas del estandar sometido a estrés quin&valuar si el grado de
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respuesta del método analitico es Unicamente pimpado por el analito de interés
sin interferencias de picos adyacentes sobre ldabde elucion principal del pico
de Betametasona Dipropionato.

Solucién Muestra.

» Hidrolisis Acida.

En un beaker de 250 mL, pesar 5 g de crema de B&taana 0.05%, equivalente a
2.5 mg de Betametasona Base, adicionar 75 mL deiBal Diluyente, agregar un
magneto y programar a 60° C la temperatura dehdgitmagnético, disolver la
porcion pesada de crema por agitacion magnétieantiud0 minutos. Transferir el
contenido del beaker cuantitativamente a un batdmnvétrico de 100 mL, enfriar a
temperatura ambiente, adicionar 10 mL de Acido I@Githico 0.1 N, aforar hasta
volumen con Solucion Diluyente y mezclar manualragutr 1 minuto. Sumergir la
solucién anterior en un bafio de hielo y metanollominutos. Filtrar una porcion
de la solucion anterior por papel filtro de 110 ndex didmetro. Almacenar la
solucion analitica asi obtenida a 40°C y 75% deeuat relativa por 72 horas.
Solucion N°1.

De la solucién anterior tomar con la ayuda de upata volumétrica una alicuota
de 10 mL, transferir a un balén volumétrico de 25yraforar hasta volumen con
Solucion Diluyente, filtrar una porcion de la sobuc anterior por medio de
acrodiscos de 0.45 um vy llenar los viales.

> Hidralisis Alcalina.

En un beaker de 250 mL, pesar 5 g de crema de B&aana 0.05%, equivalente a
2.5 mg de Betametasona Base, adicionar 75 mL deiBal Diluyente, agregar un

magneto y programar a 60° C la temperatura deddgitmagnético, disolver la

porcion pesada de crema por agitacion magnétiantiud0 minutos. Transferir el

contenido del beaker cuantitativamente a un batbmnveétrico de 100 mL, enfriar a

temperatura ambiente, adicionar 10 mL de HidréxdidaSodio 0.1 N, aforar hasta
volumen con Solucién Diluyente y mezclar manualrgrdr 1 minuto. Sumergir la

solucion anterior en un bafio de hielo y metanoljfominutos. Filtrar una porcion

de la solucion anterior por papel filtro de 110 ndex didmetro. Almacenar la

solucion analitica asi obtenida a 40°C y 75% deedat relativa por 72 horas.

Solucion N°1.

De la solucién anterior tomar con la ayuda de upata volumétrica una alicuota
de 10 mL, transferir a un balén volumétrico de 25yraforar hasta volumen con
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Solucién Diluyente, filtrar una porcion de la so@rc anterior por medio de
acrodiscos de 0.45 um vy llenar los viales.

> Oxidacion.

En un beaker de 250 mL, pesar 5 g de crema de B&taana 0.05%, equivalente a
2.5 mg de Betametasona Base, adicionar 75 mL deiBal Diluyente, agregar un
magneto y programar a 60° C la temperatura deddgitmagnético, disolver la
porcion pesada de crema por agitacion magnétiantiud0 minutos. Transferir el
contenido del beaker cuantitativamente a un batdmnvétrico de 100 mL, enfriar a
temperatura ambiente, adicionar 10 mL de Peroxeslidrogeno 3%, aforar hasta
volumen con Solucién Diluyente y mezclar manualregrdr 1 minuto. Sumergir la
solucion anterior en un bafio de hielo y metanoll@ominutos.

Filtrar una porcion de la solucion anterior por gafdtro de 110 mm de diametro.
Almacenar la solucion analitica asi obtenida a 4096% de humedad relativa por
72 horasSoluciéon N°1.

De la solucién anterior tomar con la ayuda de upata volumétrica una alicuota
de 10 mL, transferir a un balén volumétrico de 25yraforar hasta volumen con
Solucion Diluyente, filtrar una porcion de la sobuc anterior por medio de
acrodiscos de 0.45 um vy llenar los viales.

Procedimiento y Criterio de Aceptacion.

Inyectar por triplicado las soluciones anteriorreepreparadas y registrar los
respectivos cromatogramas.

Comparar los cromatogramas del estandar y muestradiciones normales con los
cromatogramas de la muestra sometido a estrés auiynevaluar si el grado de
respuesta del método analitico es Unicamente pimpado por el analito de interés
sin interferencias de picos adyacentes sobre ldabde elucion principal del pico
de Betametasona Dipropionato.

5.13.4 Estabilidad de la solucién Estandar

Preparar una solucion de estandar secundario demB&isona Dipropionato tal
como se indica en el apartado 5.11.1 del presemengento.
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Inyectar por hexaplicado la solucion preparada remteente y registrar sus
respectivas areas y porcentajes recuperados. [Edtaa corresponde al tiempo
cero de prueba).

Almacenar la solucion a temperatura ambiente ectayepor hexaplicado cada
solucion en el Cromatdgrafo a los siguientes tiesng® muestreo y registrar sus
respectivas areas y porcentajes recuperados: 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12
horas.

Criterio de Aceptacion.

La solucién Estandar es estable en la condiciéalm@cenamiento evaluada si el
valor de la media para el factor de recuperaciorrsientra dentro del rango de
100.00 + 2.0%.

5.13.5 Estabilidad de la solucién Muestra

Preparar 1 Soluciones Muestra segun como se irgdical apartado 5.12.1 del
presente documento.

Inyectar por hexaplicado la solucion preparada remteente y registrar sus
respectivas areas y porcentajes recuperados. lEgdtaa corresponde al tiempo
cero de prueba).

Almacenar la solucion a temperatura ambiente ectayepor hexaplicado cada
solucion en el Cromatografo a los siguientes tiesng® muestreo y registrar sus
respectivas areas y porcentajes recuperados: 3,,42,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12
horas.

Criterio de Aceptacion.

La solucion Muestra es estable en la condicionlo®@namiento evaluada si el
valor de la media para el factor de recuperacioemsientra dentro del rango de
100.00 * 3.0%.

5.13.6Repetibilidad.
Sistema.

Preparar una solucion estandar a la concentracomnal tal como se indica en el
apartado 5.11.1 del presente documento.
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Inyectar 10 veces la solucion Estandar y registiarrespectivas areas.

El andlisis de los resultados se realiza mediahteakulo del porcentaje de
desviacion estandar relativa e Intervalo de Comfiaie los resultados obtenidos.

El anadlisis debe de ser realizado por un mismoisdaaén un mismo dia en el
mismo laboratorio.

Criterio de Aceptacion

Parametro Evaluado Especificacion
Promedio del % Recuperado 100.00 + 2.00%
%RSD % RSD< 2%
La media de los porcentajes debe
Intervalos de confianza de la encontrarse dentro del intervalo
media. determinado en el cual se considera que

se encuentra el valor verdadero

Método.

Preparar dos soluciones Muestra a la concentracigrinal tal como se indica en el
apartado 5.12.1 del presente documento e inyeatiar olucion por quintuplicado.

Determinar el porcentaje recuperado, la media Yicente desviacion de los
porcentajes recuperados.

El analisis debe ser realizado por un mismo amalisten un mismo dia y
laboratorio.

El andlisis de los resultados se realiza mediahteakeulo del porcentaje de
desviaciéon estandar relativa e Intervalo de Comréate los resultados obtenidos.

Criterio de Aceptacion

Parametro Evaluado Especificacion
Promedio del % Recuperado 100.00 + 3.00%
%RSD % RSD< 3%
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La media de los porcentajes debe

Intervalos de confianza de la encontrarse dentro del intervalo
media. determinado en el cual se considera que

se encuentra el valor verdadero

Precision Intermedia.

La realizacién de este parametro sera realizadalpsranalistas durante tres dias
consecutivos.

Preparar por cada analista y por cada analistastiesiones muestra tal como se
indica en el apartado 5.12.1 del presente documento

Realizar inyecciones por triplicado de cada solugi¢por cada analista durante 3
dias consecutivos.

Determinar el porcentaje recuperado por dia y staalel porcentaje de desviacion
estandar relativa y el promedio del porcentaje perado para los datos obtenidos
por los 2 analistas en los 3 dias.

Criterio de Aceptacion

Parametro Evaluado Especificacion
Promedio del % Recuperado 100.00 + 3.00%
%RSD % RSDx 3%

5.13.7Linealidad y Rango.

Sistema.

El presente parametro de validacion se evaluattneango de concentraciones del
80% al 120%; en intervalos de 10%, para un tot&l dentos.

Pesar las cantidades de 12.9 mg, 14.5 mg, 16.11fag,mg y 19.3 mg de estandar
secundario deBetametasona Dipropionato (ajustar la pureza si es menor del
100%), equivalentes a 10 mg, 11.25 mg, 12.5 mg7513ng y 15 mg de
Betametasona Base y transferirlos de manera independiente a balgaksnétricos
de 50 mL debidamente rotulados, adicionar aproxamamhte 25 mL de Solucién
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Diluyente, disolver por agitacion ultrasénica diean3 minutos, enfriar a
temperatura ambiente, aforar con Solucion Diluyeatgtar manualmente por 30

segundosSolucion N°1

De las soluciones anteriores tomar, con ayuda ktgs volumétricas, alicuotas de
1 mL y transferirlas de manera independientes aneal volumétricos de 25 mL
debidamente rotulados, aforar hasta volumen conciwl Diluyente, agitar de

forma manual por 30 segundos. Filtrar una porciéad soluciones anteriores por

medio de acrodiscos de 0.45 pm y llenar viales.

Concentraciones finales dBetametasona Base: 8 ug/mL, 9 pg/mL, 10 pg/mL,

11 pg/mLy 12 pg/mL.

Realizar el analisis de las muestras en sentidcietrie de concentracion y
realizando inyecciones por triplicado de cada cotraeion;

procedimiento 3 veces.

Tabular los resultados obtenidos en los 3 ensayos.

Realizar este

Procesar los resultados obtenidos haciendo uso pdejrama EXCEL vy

STATGRAPHICS y determinar:

Coeficiente de correlacion.
Coeficiente de Determinacion.

YV VYV VYV

estandar del intercepto.

Y Vv

estandar de la pendiente.
»  Analisis de varianza ANOVA.
Test de Cochran.
»  Gréfico de residuales.

Y

Intervalo de confianza para el intercepto.
Test de t para evaluar la significacion estadistieala desviacion

Intervalo de confianza de la pendiente.
Test de t para evaluar la significacién estadistieala desviacion

Porcentaje desviacion estandar relativa de looFextle Respuesta.

Criterio De Aceptacion

Parametro Evaluado

Especificaciéon

%RSD de los factores de respuesta.

% RS0

Coeficiente de Correlacion

>R0.99
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Coeficiente de Determinacion 2R0.98

Intervalo de confianza para el intercepto El inkdm\debe incluir el valor de cero

Test de t para evaluar la significacion
estadistica de la desviacion estandar d
intercepto.

OX

t exp< t tabla

Intervalo de confianza de la pendiente El intervadalebe incluir el valor de cerp

Test de t para evaluar la significacion
estadistica de la desviaciéon estandar de
pendiente

a t exp> t tabla

F1 exp> F1 tabla

Analisis de varianza ANOVA
F, exp< F2 tabla

Test de Cochran G exp< G tabla

La distribucién de los puntos debe ser
aleatoria y no debe reflejar ninguna

Grafico de Residuales tendencia

Método.

El presente parametro de validacion se evaluatineango de concentraciones del
80% al 120%; en intervalos de 10%, para un tot& dentos.

Pesar en beakers de 250 mL (debidamente rotulddss3jguientes cantidades de
crema deBetametasona 0.05%: 8 g, 9 g, 10 g, 11 g y 12 equivalentes a g, 4.5
mg, 5 mg, 5.5 mg y 6 mde Betametasona Base, adicionar aproximadamente 75
mL de Solucion Diluyente, agregar un magneto efa te@dker y programar a 60 ° C
la temperatura del agitador magnético, disolvemplagiones pesadas de crema por
agitacion magnética durante 10 minutos.

Transferir el contenido de cada uno de los beakesatitativamente a balones
volumétricos de 100 mL debidamente rotulado, enfaatemperatura ambiente,
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aforar hasta volumen con Solucién Diluyente y mazolanualmente por 1 minuto.
Sumergir la solucién anterior en un bafio de hietoeganol por 10 minutos. Filtrar
una porcion de cada una de las soluciones antenmaepapel filtro de 110 mm de
diametro.Solucion N°1.

De las soluciones anteriores tomar con la ayudpijktas volumétricas alicuotas
filtradas de 5 mL, transferirlas a balones volumés de 25 mL debidamente
rotulados y aforar hasta volumen con Solucion Rihtg y mezclar manualmente
por 1 minuto, filtrar una porcion de las solucionasteriores por medio de
acrodiscos de 0.45 um vy llenar los viales.

Concentraciones dgetametasona Base: 8 pg/mL, 9 pg/mL, 10 pg/mL, 11 pg/mLy
12 pg/mL.

Realizar el analisis de las muestras en sentidciettie de concentracion y
realizando inyecciones por triplicado de cada cotraeion.

Realizar este procedimiento 3 veces.
Tabular los resultados obtenidos en los 3 ensayos.

Realizar el mismo tratamiento estadistico indicpdi@a Linealidad del Sistema.Ver
criterios de aceptacion para Linealidad del Sistertapto.

Criterios de Aceptacion

Parametro Estadistico Especificacion

Porcentaje de desviacion estandar relativa RSD< 3%
de los factores de Respuesta.

5.13.8Exactitud del Sistema.

Para la evaluacion de la Exactitud del Sistemaraeajara con 3 niveles de
concentracion 80%, 100% y 120%.

Procedimiento.
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Pesar las cantidades de 12.9 mg, 16.1 mg y 19.3lengstandar secundario de
Betametasona Dipropionato (ajustar la pureza si es menor del 100%), equitede
a 10 mg, 12.5 mg y 15 mg dgetametasona Base y transferirlos de manera
independiente a balones volumétricos de 50 mL @ehdéhte rotulados, adicionar
aproximadamente 25 mL de Solucion Diluyente, disolor agitacion ultrasonica
durante 3 minutos, enfriar a temperatura ambiaftgar con Solucion Diluyente,
agitar manualmente por 30 segunddalucion N°1

De las soluciones anteriores tomar, con ayuda jtgs volumétricas, alicuotas de
1 mL y transferirlas de manera independientes anleal volumétricos de 25 mL
debidamente rotulados, aforar hasta volumen conciwol Diluyente, agitar de
forma manual por 30 segundos. Filtrar una porciétad soluciones anteriores por
medio de acrodiscos de 0.45 umy llenar viales.

Concentraciones finales @&stametasona Base: 8 pg/mL, 10 pg/mL y 12 pg/mL.

Realizar el andlisis de las soluciones en senti@dziente de concentracion y
realizando inyecciones por triplicado de cada cotraeion.

Procesar los resultados obtenidos determinando:

» Porcentaje de recuperacion para cada inyeccion.

Promedio de los resultados para cada nivel de otnaogon.

Porcentaje de Desviacion Estandar Relativa.

Test de Cochran, para averiguar si las varian@dasi3 concentraciones

son equivalentes es decir que el factor concentragd influye en la

variabilidad de los resultados.

> Test de Student, Siexp < t wpla Significa que no existe diferencia
significativa entre la recuperacion media y 100 Ipogue la exactitud es

Y V VY

correcta.
Criterios de Aceptacion
Parametro Especificaciones
% Recuperado 100.00% = 2.00%
Test de cochran &p < Gtabla
Test de t Texp< T tabla
% RSD RSD< 2%
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5.13.9 Exactitud del Método.

Para la evaluacion de la Exactitud del Método sbajard a 3 niveles de
concentracion 80%, 100% y 120%.

Preparacion de Solucién Placebo Cargado (Exadguiétodo).

Pesar en beakers de 250 mL (debidamente rotuladias)s> g y 6 g de Placebo de
Betametasona 0.05 %, Crema; pesar por aparte 5.14 mg, 6.43 mg y 7.72 mg de
Betametasona Dipropionato (ajustar la pureza si es menor del 100%) equivedeat

4 mg, 5 mg y 6 mg dBetametasona Base, y transferir a los beakers segun su orden
numeérico, adicionar aproximadamente 75 mL de Sétud®iluyente, agregar un
magneto y programar a 60° C la temperatura dehdgitmagnético, disolver la
porcion pesada de crema por agitacion magnétianthii0 minutos. Transferir el
contenido del beaker cuantitativamente a un batdmnvétrico de 100 mL, enfriar a
temperatura ambiente, aforar hasta volumen concBoluDiluyente y mezclar
manualmente. Sumergir la solucion anterior en utohide hielo y metanol por 10
minutos. Filtrar una porcion de las soluciones ramtes por papel filtro de 110 mm
de diametro.

De la soluciones anteriores tomar con la ayudaipetgs volumétricas alicuotas
filtradas de 5 mL, transferir a balones volumétgeo25 mL y aforar hasta volumen
con Solucién Diluyente y mezclar manualmente, diltuna porcion de las
soluciones anteriores por medio de acrodiscos4fefn y llenar los viales.
Concentraciones Finales Betametasona Base: 8 pg/mL, 10 pg/mLy 12 pg/mL.
Realizar el analisis de las muestras en sentidnerre de concentracion y haciendo
inyecciones por triplicado de cada concentracias Heterminaciones deben ser
realizadas por un mismo analista.

Criterios de Aceptacion
Parametro Evaluado Especificacion
% Recuperado 97% - 103%
Test de Cochran &< G tabla
Test de t Texp< T tabla
C. Variacion CV< 3%
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Limite de Deteccidon y Limite de Cuantificacion.
5.13.10 Limite de Deteccion.

Para estimar el limite de deteccion, en la metafialoanalitica para la
cuantificacion de Betametasona en la crema, sendiei@a a través del calculo de

la desviacion estandar residual (Sr) y la pendietgela curva de calibracion
estandar.

5.13.11 Limite de Cuantificacion.

Para estimar el limite de de cuantificacion en letadologia analitica para la
cuantificacion de Betametasona en la Crema se ndetera a través de la

desviacion estandar residual y la pendiente derleaade calibracion estandar.

VI. RESULTADOS Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS.
6.1 ldentificacion.

Para la evaluacion del Método de Identificacionpi@icipio activo se desarrollo el

procedimiento indicado en el apartado 5.11 delgmtesdocumento, obteniéndose
los siguientes resultados:

mAU
55-240nm4nm’(1.00)

ropionato/5.438
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Cromatograma N°1 Cromatograma de la preparacion de la soluciéanesi
secundario de Betametasona Dipropionato equivateBetametasona Base.

mAU
75{Zdonm,anm (1.00) m

ol g

o

smi T

5&2 R
¢
405

307 g

207 7

157

107

EE

o] ¢

-5
-10]

0.0 10 2lo a0 a0 50 min
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Cromatograma N°2 Cromatograma de la preparacion de la soluciérstraien

la determinacion de Betametasona Dipropionato edgite a Betametasona Base en
el Producto Betametasona 0.05 % Crema.

mAU
55’:240nm4nm (1.00)
607
ss—f
50
45—?
a0

35

30

25

20
154

10

-5

e 5 B B B B ey B I R
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 min

Cromatograma N°3 Cromatograma de la preparacion de la soluciooePlaen

la determinacion de Betametasona Dipropionato edgite a Betametasona Base en
el Producto Betametasona 0.05 % Crema.

mAU :u'No
[240nm, 4nm ( ?\j
1 S

Betametasona Base/2.876

etametasona Dipropionato/5.451

25

T T T i
0.0 2.5 5.0 75 min
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Cromatograma N°4 Cromatograma de la preparacion de la soluciénclaede
Corticoides en la determinacion de Betametasoneopipnato equivalente a Betametasona
Base en el Producto Betametasona 0.05 % Crema.

Criterio de Aceptacion del Método de Identificacion
Tipo de Solucion Resultados Especificacion
Muestra Cumple Identificacion Positiva
Placebo Cumple Identificaciobn Negativa
Mezcla de Corticoides Cumple Identificacion Positiv
Analisis

El método de Identificacién para el principio aotiBetametasona Dipropionato
equivalente éBetametasona Base en el productdBetametasona 0.05 %, Crema
cumple con los criterios de aceptacion establecig@sque al comparar los
cromatogramas obtenidos se demuestra que el tidmpetencion de la banda de
elucion principal en el cromatograma de la soluciarestra ¢romatograma 2) se
corresponde con el tiempo de retencion en la bandaipal de elucion del pico
obtenido en el cromatograma de la solucion est&edamatograma 1) y al inyectar
una mezcla de esteres de Betametasooaétograma 4) y su isomero se obtienen
resultados satisfactorios ya que la banda de elugibncipal del pico de
Betametasona Dipropionato se corresponde conmeptiede retencién del pico de
la solucidon estandar; y al inyectar una soluciéacg@bo ¢romatograma 3) del
producto se demuestra que no existe ninguna elwedana de los excipientes en
la banda de elucion principal de la Betametasorn@dpionato; por lo cual se
demuestra que el método es capaz de identifigariredipio activo de interés en la
formulacién en presencia de sustancias interfesente

6.2 Selectividad Frente Excipientes.

Se evalud la influencia del placebo (excipientesatriz) en la determinacion del
principio activo contenido en la crema, tal comeomsgestra en los cromatogramas.

mAU

75{24Onm,4nm (1.00)

70-
65
60~
55%

50~

7/44273/104.601/---/—/—-/-—/0.000/ 239

45—

40—
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Cromatograma N°5 Cromatograma de la preparacion de la soluciorstruen la determinacion de
Betametasona Dipropionato equivalente a BetametaBase en el Producto Betametasona 0.05 % Crema

mAU

657240nmanm (1.00)
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Cromatograma N°6. Cromatograma de la preparacion de la soluciorcePa en la
determinacion de Betametasona Dipropionato equitele Betametasona Base en el Producto
Betametasona 0.05 % Crema.

mAU
55-]240nm4nm’(1.00)

50

pionato/5.438

45—?
40;
35—5
30—?
25—?
20—?
15—?
10—?

5

=

e o L e e e A e e e LA s e e T B e R B e s
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 min

Cromatograma N°7. Cromatograma de la preparacion de la soluciéandsr secundario de
Betametasona Dipropionato equivalente a BetametzBase.

mAU PPN
[240nm,4nm ( c"‘\}

Betametasona Base/2.876

etametasona Dipropionato/5.451

W
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Cromatograma N°8 Cromatograma de la preparacion de la solucionctaete Corticoides en
la determinacion de Betametasona Dipropionato @ipiive a Betametasona Base en el Producto
Betametasona 0.05 % Crema.

Andlisis

En los cromatogramas anteriores se observa quacdlm o matriz de excipientes
no interfiere en la banda de elucion principalgleb principal en el cromatograma
de la solucion muestra de Betametasona Dipropipnatde igual manera se
demuestra que el tiempo de retencidn en la banetud&n del pico principal en el
cromatograma de la solucion estandar se correspmmdel tiempo de retencion en
la banda de elucion principal en los cromatogradeaia preparacion de la solucién
muestra y mezcla de corticoides respectivamentejopque se demuestra que el
método analitico es capaz de discriminar cualgoferencia ya sea por excipientes
0 sustancias con estructura similar en la deteritnacuantitativa del principio
activo de interés.

Estrés Quimico.

En este parametro se evaluaron la influencia €jgrde las soluciones estandar y
muestra expuestas a diferentes tipos de agentesdaetes tal y como se demuestra
en los siguientes cromatogramas.

mAU
[240nm4nm (1.00)

40
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Cromatograma N°9 Cromatograma de la preparacion de la soluciéandsir sometida a

hidrdlisis acida (HCI 0.1 N).

mAU
16—240nm4nm (1.00)

ey s L s ey Byt By e ey B
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min

Cromatograma N°1Q Cromatograma de la preparacion de la soluciéandsr sometida a
hidrélisis alcalina (NaOH 0.1 N).

mAU
4240nm4nm (1.00)
25.0

22,5

~—]—/-—/—/0.000/239

L ey B e L e B e L
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min
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Cromatograma N°11 Cromatograma de la preparacion de la soluciéandsr sometida a
oxidacion (HO, 3%).

mAU

30.04
27.5;
25.crf
22.5;
2o.<rf
l7.5§
15.crf
12.5rf
1o.crf
75
5.0
2:5]

0.0

240nm4nm (1.00)

18233/43.422/—/-—/—/--/0.000/239

L B s B e o B B B B B B B s A
.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min

Cromatograma N°12 Cromatograma de la preparacion de la solucionstraiesometida a
hidrélisis acida (HCI 0.1 N).

30.0

27.5-

mAU
1240nm4nm (1.00)

L ey e s e B LA e
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min
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Cromatograma N°13 Cromatograma de la preparacion de la solucionstraesometida a
hidrdlisis alcalina (NaOH 0.1 N).

mAU
+240nm,4nm (1.00]

60
55

50

8.029/---/---/---/---/0.000/239
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35

30

25

20

Pagina 75 de 108




Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Le6n

Facultad de Ciencias Quimicas

Cromatograma N°14 Cromatograma de la preparacion de la soluciénstraiesometida a
oxidacion (HO, 3%).

Conclusion.

En los cromatogramas anteriores se demuestra quéteto es selectivo ya que al
someter tanto las soluciones estandares y muestdemuestra que cuando se
degrada la molécula los productos de degradaciémtedieren en la banda de
elucion principal en el cromatograma de la prepérade la solucion estandar y
muestra tanto para el tratamiento acido como tamikeié medio oxidante con
peroxido de hidrogeno, mientras que para la hisidhicalina se demuestra que la
molécula se degrada totalmente y segun los cromaat@g obtenidos dichos
compuestos de degradacion no interfieren con laldale elucion por lo que el
método es selectivo aun en presencia de sus proitabolitos de degradacion.

6.3 Idoneidad del Sistema.

Para la determinacion del presente parametro s&sty procedimiento descrito en
el apartado 5.13.1 del presente documento, obwosénos siguientes resultados en
la siguiente tabla:

Idoneidad del Sistema del Método de Cuantificaciode Betametasona Dipropionato
equivalente a Betametasona Base

Conc. Tiempo Numero de
N° de N°de |Empleada] de ) Factorde | Platos | Factor de
Solucioneq Inyecciones| (ug/mL) |Retencién| Areas | Altura |Capacidad| Teéricos | Simetria
1 10 5.345 482415 2231 5.549 5180.284 1.108
2 10 5.34 482515 2219 5.543 5083.684 1.094
1 3 10 5.349 482378 2238 5.548 5128.305 1.092
4 10 5.344 483905 2251 5.534 5316.8Y2 1.111
5 10 5.341 484649 2250 5.530 5234.420 1.108
2 1 10 5.344 488416 2257 5.541 5157.682 1.090
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2 10 5.354 489208 2208 5.536 5429.738 1.120
3 10 5.333 489187 2232 5.554 5129.929 1.126
4 10 5.335 489421 2249 5.519 5263.779 1.118
5 10 5.349 490093 2221 5.565 5311.929 1.098
1 10 5.337 487571 2226 5.535 5235.212 1.109
2 10 5.358 488548 2214 5.547 5407.005 1.098
3 10 5.383 484480 2212 5.534 5440.551 1.097
4 10 5.365 485436 2223 5.512 5176.760 1.106
5 10 5.359 487334 2225 5.543 5264.97 1.099
Promedio 5.35 486370.402230.39| 5.539 5250.74 1.10
Desviacion estandar 0.0132| 2807.924%8.9962 0.0133 112.7814 0.0108
%RSD 0.25 0.58 0.69 0.24 2.15 0.97
Conclusion.

A como se muestra en la tabla anterior el sistereac{jvos, analista, sistema
cromatografico, equipos) es idoneo para la detexodm cuantitativa del principio
activo de interés ya que se obtuvieron tiemposetencion reproducibles (%RSD
Tr = 0.25%), numero de platos teoricos (5250.7a)tdr de simetria (1.10) y factor
de capacidad (5.539) dentro del criterio de acéptaestablecido lo que demuestra
gue el sistema cromatogréfico separa de formaeetieiel analito de interés por lo
gue se adecua de forma idonea a las condicionasalisis propuestas.

Al comparar las sefiales cuantitativas del sisteromatografico (areas y altura de
picos), se demuestra que las areas es la sefiaaduara la cuantificacion del
analito de interés debido a que presenta una mmagavducibilidad (%RSD areas =
0.58%).

Criterio De Aceptacion Para Idoneidad Del Sistema Bl Método De Cuantificacion

Validacién Cuantificaciéon Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 77 de 108



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Le6n

Facultad de Ciencias Quimicas

Parametros Especificacion Datos experimentales Cumplimiento (C/NC)
%RSD Areas <2% 0.58% C
%RSD Tr % RSD< 3% 0.25% C
Promedio T 0.8-2.0 1.10 C
Promedio N >2000 5250.74 C
Factor de| 2.0<ks<20 5.539 C
Capacidad

6.4 Robustez.

La robustez fue evaluada mediante cambios en ladi@ones de analisis tales
como: longitud de onda, variacion de proporciérsdientes organicos en la fase
movil, flujo, obteniéndose los siguientes resultado

Parametro de Robustez del Método de Cuantificaciode Betametasona
Dipropionato equivalente a Betametasona Base.

S S .
e de N°de | Condicionesde| |,/ | oR Tr ks Rs N T
Inyeccion| Experimento Andlisis
1 Flujo = 1 mL, 100.84 | 535 | 5235 384 518048  1.11
Fase movil
2 1 org= 68,a=240| 1° 101.48 | 5.34 | 5654 386 5083.48 1.0
3 nm 10053 | 5.35| 5354 385 512831  1.09
1 Flujo = 0.9 mL, 102.72 | 6.37 | 6.235| 3.95| 5708.45 1.1
2 2 Fase Movil org 10 102.52 6.35 6.69 3.98 5752.17 1.09
3 = 66,1=238 nm 10254 | 636 | 683| 399 564886  1.0d
1 Fljo = 0.9 mL, 98.39 6.37 6.46 3.94| 5706.01 1.1
2 3 Fase Movil org 10 100.34 6.35 6.7 3.98 5747.11 1.09
3 = 66,1=242 nm 100.35 | 6.36 6.6 3.94| 5643.77  1.08
1 4 Fluo=1.1mL | 10 | 103.85| 5.25 4.35 3.62| 4771.35  1.08
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2 Fase Movil 103.66 | 5.23 4.34 36| 47737 111
org= 66,1.=238
3 nm 103.4 5.24 4.31 3.65| 4853.41 1.08
1 Flujo = 1.1 mL, 98.67 5.25 4.35 3.62| 4771.35 1.08
Fase Movil
2 5 org= 66,1242 10 98.58 5.23 4.68 3.58| 4772.18 1.1
3 nm 98.4 5.24 4.47 3.66( 4850.48 1.0g|
g
1 Flujo = 0.9 mL, 102.35 5.22 6.24 2.93| 521091 1.11|
2 6 Fase Mévilorg | 10 102.71 5.22 6.92 2.93| 5250.93 1.11|
3 = 70,1238 nm 10223 | 522 | 622 293 51021 119
1 Fltjo = 0.9 mL, 102.24 5.22 5.2 2.94| 521217 1.1
2 7 Fase Mévil org 10 102.2 5.22 5.79 2.92 5251.77 1.11
3 = 70,1242 nm 10234 | 522 | 515| 292 s104ds 1.1
1 Flujo = 1.1 mL, 102.7 4.27 4.54 2.69| 4457.01 1.1
2 8 Fase Movil org 10 103.87 4.29 4.65 2.73 4669.43 119
3 = 70,1238 nm 103.75 | 429 | 447| 278| 47073 1.1
1 Flujo = 1.1 mL, 98.3 4.27 4.86 2.67| 4458.7p 1.1
2 9 Fase Movil org 10 98.16 4.29 4.86 2.67 4667.31 1.1
3 = 70,1242 nm 9886 | 420 | 476| 267 470688 11
Promedio 101.33 5.28 5.246 3.36| 5087.18 1.1
Porcentaje de desviacion estandar relativa 1.95 13.41 3.32 15.53 8.02 1.15
Conclusion.
En la tabla anterior se obtienen los resultadoa [gaestimacion de la robustez del
método, lo cual se demuestra que el método estmbuando se realizan cambios
en la metodologia nominal del método; ya que etgrtaje recuperado promedio y
por cada factor de cambio se mantuvo dentro delricride aceptacion establecido y
los parametros Cromatograficos (N, Rs, ks y T) gaeantiza que el sistema de
elucion del analito sea eficiente se mantuvierontrdedel criterio de aceptacion
establecido tanto en cada experimento como el gionue todos los experimentos,
por lo que se concluye que el método es robusto.
Criterio De Aceptacion Para la Robustez Del Métod®e Cuantificacion
Parametros Especificacion Datos experimentales Curhimiento (C/NC)
Promedio %R 100.00 + 3.00% 101.33% C
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%RSD %R % RSD< 3% 1.95% C
Promedio T 08-2.0 1.10 C
Promedio N >2000 5087.78 C
Promedio ks 2.0<ks<20 5.246 C
Promedio Rs Rs>2.00 3.39 C

6.5 Estabilidad del Sistema.
La estabilidad del sistema se determino siguiendoaeedimiento descrito en el

aparatado 5.13.4 del presento documento obteniénidgs siguientes resultados
agrupados en la siguiente tabla y grafico.

TIEMPO EN HORAS
Solucione N° de
s Trabajo | Inyecciones 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 99.64 | 100.42 | 101.63 | 99.76 | 98.98 | 101.44 | 99.82| 101.23 99.23 101.12 10048  99.28 96.p8
Solucion 2 99.56 | 99.67 | 101.57 | 99.52 | 100.47 | 101.12 | 100.12| 100.75 99.90 100.63 10062 100.07 9096
estandar
a 3 100.19 | 100.84 | 101.98 | 100.31 | 101.49 | 101.58 | 99.35| 101.26 100.06) 101.66 10088  99[79 797Pp
temperat
ufa 4 100.01 | 100.51| 101.27 100.7L  99.98 100,34 100.25 .2600 101.25 101.68/  100.0 101.13 96.5
ambiente 5 100.21 | 100.02| 101.24 99.19 100.88 101,09 100.60 .710p 100.37 100.63 1025 99.24 96.1
6 99.55 | 101.45| 101.24 10256 9981 100835 99B8  0].2 99.41 100.33| 99.68| 101.5p 97.52
Valor 2.57 2.12 9.86 2.02 1.41 5.01 0.7¢ 4.41 0.74 584 .472| 0.69 10.23
t-Student |  Critico
. Valor 0.20 0.25 1.09 0.07 0.13 0.35 0.54 0.5 0.19 0.30 .100| 0.11 0.43
F-Fisher | Critico
F- Valor L
ANOVA | Critico 5.32 2.97 55.98 0.81 3.32 12.26 0.28 15.48 079 341 2.66 0.99 121.39

Conclusion.
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La comparacion estadistica de las varianzas y @ame los porcentajes recuperados
de las soluciones estandares en cada tiempo eracacign con el tiempo inicial (hora
0), arrojo diferencias significativas a las dosasode muestreo ya que el valor
calculado en la t-student es mayor que el valdicoriesto se verifico contrastando los
porcentajes recuperados en cada tiempo de ardllisiml demuestra que a la primera
hora de muestreo los porcentajes obtenidos sorifisidivamente diferentes a los
porcentajes obtenidos al tiempo inicial de analisigiue el valor calculado de F-fisher
a la primera hora es mayor que el F-fisher crition un nivel de confianza del 95%,
por lo cual por medio de un andlisis de varianzdesauestra que a las dos horas de
muestreo los porcentajes obtenidos son afectadogisativamente por el tiempo de
muestreo debido a que el valor de F de ANOVA esamgye el F de ANOVA critico;
sin embargo al observar el grafico que a contiruase presenta se demuestra que la
solucion estandar de trabajo se mantiene estabbntdulas primeras 10 horas de
muestreo ya que el valor del porcentaje recupesadmantiene dentro del rango de
100.00% + 2.00%, no asi la muestra a las 12 haabual aunque estadisticamente
el valor de los porcentajes recuperados es afeqgiadael paso del tiempo las
soluciones son estable y se recomienda utilizadllamnte las primeras 10 horas

después de preparadas.

Estabilidad Solucion Estindar a Temperatura Ambiente de
Betametasona Dipropionato Equivalente a Betametasona Base
103
102.5
102 oS
101.5 10059 10091 101.01
o 101 o3 100340027 i
< 1005 g3ge : 100.00- | —100:04 100407
= 100
= 995 -
T 99 -
% 985 -
° 98 -
37.5 1 96.86
97 ~
96.5 I—
96 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
‘liempo en Horas
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6.6 Estabilidad del Método.

La estabilidad del método se determino siguiendpretedimiento descrito en el
aparatado 5.13.5 del presento documento obteniénldgssiguientes resultados
agrupados en la siguiente tabla y grafico.

) TIEMPO EN HORAS
Solucione N° de
s Trabajo | Inyecciones 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
) 99.86 | 98.60 | 100.55 | 101.87 | 101.77 | 102.46 | 97.45 99.94 101.64 98.85 99.36 98.08 97.38
: 98.99 | 99.25 | 97.53 | 99.51 | 99.72 | 100.41 | 99.77 99.82 99.77 101.96  100.13 100,00 998
Solucién
estAndar . 102.76 | 101.35 | 103.28 | 99.40 | 102.37 | 98.18 | 100.93| 101.39 102.70 100.13 9957  101[10 599F
a
temperat A 101.21 | 98.39 99.16 98.29 99.78  100.20 100{28  99|83103.05 98.01 99.30 96.94 102.0
ura
ambiente 5 98.60 99.40 | 101.21 100.84 101.36 101.p0 98j8 98/81101.13 100.65| 99.04 99.93 100.4
5 100.95 | 100.42| 99.07| 102.66 100.86 100.33 101.30 .320l 99.43 99.06| 101.64 98.7( 98.24
Valor 2.57 1.56 0.35 0.03 0.92 0.03 1.34 0.54 1.4 0.60 .800| 1.47 0.87
t-Student | Critico
Valor 0.20 1.91 0.60 0.88 2.10 1.26) 1.10 2.41 1.1( 119 602| 1.06 1.03
F-Fisher | Critico
E- Valor 5.32 1.11 0.06 0.00 0.57 0.00 0.64 0.0f 1.01 052 550| 2.06 0.68
ANOVA Critico
Conclusion
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La comparacién estadistica de las medias en cadgd de muestreo no arrojo
diferencia significativa con respecto al tiempo rdeestreo inicial ya que el t-
student calculado para cada tiempo de muestrearespecto al tiempo cero no
arrojo diferencias estadisticas significativas esimbargo al comparar las varianzas
de cada tiempo con respecto al tiempo inicial @6 diferencias significativas
a la primera hora de muestreo por lo que los dalbbsnidos son diferentes a los
datos obtenidos al tiempo inicial, esto se cordrasin un andlisis de varianza el
cual los datos obtenidos demuestran que no hasedd®@s significativas segun el
tiempo de muestreo ya que el valor de F de ANOVfenror que el F de ANOVA
critico y al observar el grafico que se presentamtinuacion se demuestra que la
solucion muestra se mantiene estable durante tbdienepo prueba ya que los
porcentajes recuperados calculados se encuentrdiro @il criterio de aceptacion
establecido.

103
102.5
102
1015
101
100.5

% Recuper ado

97.5

Estabilidad Solucion Muestra a Temperatura Ambiente de Betametasona

0.05%0 Crema

101.28

100.40

100.98

100 -
995 -
99
985 -
98 -

97 A
965 -
96 -

99 66

wo.ldloo 43 100.43 oo ha
J 99.70 99./8 99.84
dJ.37
| ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
3 5 6 7 8 9 12

Tiempo en Horas

13

6.7 Precision.

6.7.1Repetibilidad Sistema.

El presente pardmetro se realiz0 preparando unaciBol Estandar a la
concentracion nominal tal como se indica en el tagar 5.13.6 del siguiente
documento y efectuando 10 inyecciones consecutivasstrandose los valores
obtenidos en la siguiente tabla.
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Tabla de Repetibilidad del Sistema del Método de Guntificacion.

N° de Inyecciones | Porcentaje recuperado
1 98.1480
2 98.0637
3 98.5971
4 98.2373
5 98.4556
6 98.3370
7 98.4885
8 98.8315
9 98.8454
10 99.1987
Promedio 98.5203
Desviacion estandar 0.3551
% RSD. 0.3604
Valor maximo 99.1986
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Valor minimo 98.0637

Rango 1.1349
Intervalo de Superior 98.7743
confianza Inferior | 98.2663

De acuerdo a los resultados obtenidos en la esidlu@stadistica de la repetibilidad
del Sistema se comprueba que el sistema es pretisee una buena repetibilidad ya
que el promedio de los resultad88.52% se encuentra dentro del criterio de
aceptacion (98% - 102%), el Porcentaje de desviaegtandar relativ®.36% es
menor al 2%; y el valor promedio de los datos smuentra dentro del intervalo de
confianza para la media en el intervalo e88&27% — 98.77 %.

Criterio De Aceptacion De Repetibilidad Del Sistem®el Método De Cuantificacion

Parametro Especificacion Datos Experimentale®eclaracion de la Prueba
Porcentaje 100.00% * 2% 98.52% CUMPLE
recuperado
%RSD <2% 0.36% CUMPLE
Intervalo de La media de los resultados
: debe encontrarse entre 98.52%
confianza CUMPLE

98.27% — 98.77%.

6.8 Repetibilidad del Método.

Para la evaluacién estadistica de este paramep@epararon 2 soluciones de muestra
a la concentracion nominal tal como se indica emapErtado 5.13.6 del presente
documento, cada muestra se inyecto en el crom&bogpar quintuplicado
obteniéndose los siguientes resultados copiladds siguiente tabla.
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Tabla de Repetibilidad del Método de CuantificaciorBetametasona 0.05% Crema.

N° de Soluciones N° de Inyecciones Porcentaje Recuperado
1 98.6026
2 98.3561
Solucion N° 1 3 99.0768
4 99.1791
5 99.1833
6 100.6979
7 100.4298
Solucion N° 2 8 100.5178
9 100.5234
10 100.6747
Promedio 99.7242
Desviacion estandar 0.9284
% RSD 0.9309
Valor minimo 98.3561
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Valor maximo 100.6979
Rango 2.3418
Superior 100.3882
Intervalo de confianza
Inferior 99.0601

Tal como se muestra en la tabla anterior €l %RSBhesor del 3% por lo que el
método para cuantificar Betametasona es reprodudds porcentajes recuperados
para cada inyeccion se encuentra dentro del criteriaceptacion y el promedio de
los porcentajes se encuentra dentro del criteriacdptacion establecido.

Criterio De Aceptacion De Repetibilidad Del MétoddPara Método De Cuantificacion

Parametro Especificacion Datos Experimentales Dedciacion de la Prueba
Porcentaje 100.00% + 3% 99.72% CUMPLE
Promedio

%RSD < 2% 0.93% CUMPLE

La media de Ilos
porcentajes debe
encontrarse dentro d
intervalo 99.0860 -
100.3%%0.

Intervalo de
confianza

99.72% CUMPLE

o

6.9 Precision Intermedia.

El presente pardmetro se llevd a cabo prepararedo siwluciones Muestra a la
concentracion nominal tal como se establece emaitado 5.13.6 del presente
documento, efectuando inyecciones por triplicadoatta solucion.

El analisis fue realizado por dos analistas pofa3 donsecutivos, presentando los

siguientes resultados.
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Tabla de Porcentajes Recuperados Precision IntermedMétodo de Cuantificacion.

Analista N° 1 Analista N° 2

N° de soluciones Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3

100.02171 101.4661| 97.1877 | 101.9881 97.2925  97.4642

A4

Solucion 1 100.6759 101.8074| 97.1050 | 101.1018 97.8059  97.30%7

99.7080| 101.2864| 97.0746 | 101.4696 97.294!

L4

98.2235

99.6644| 101.2488| 97.1073 | 101.1669 97.3669  98.8210

Solucion 2 99.4781| 101.4315| 97.3083 | 101.0563 97.5411 100.67p9

99.9018| 100.9630| 97.2915 | 101.6258 97.7339 100.49B8

99.7791| 101.1155| 97.3519 | 100.5760 97.1506 100.01B3

Solucion 3 100.1963 100.6315| 97.3279 | 100.9070 97.6509 101.07)3

100.0174 101.6622| 97.5512 | 101.7173 97.8544 100.30B3

Media Total Por Analista 99.4948 99.3956
Media Total 99.4452
S Por Analista 1.7331 1.7835

Validacién Cuantificaciéon Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 88 de 108



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN -Ledn

Facultad de Ciencias Quimicas

% RSD por Analista 1.7419 1.7943

% RSD Total 1.7681

Segun el tratamiento estadistico aplicado a logltees obtenidos en la evaluacion
del parametro de Precision Intermedia se obsereaetjunétodo tiene una precision
correcta ya que el valor del % RSD{7 %) para los 2 analistas en los 3 dias cumplid
con el criterio establecide 3%) por lo que el método es reproducible duravgedias

y cambio de analista.

Criterio De Aceptacion Para Precision Intermedia DeEMétodo De Cuantificacion

Parametro a evaluar Especificacion Datos experimeales Declaracion Prueba
%RSD <3% 1.77 % CUMPLE
% Recuperado Promedio 100.00% + 3% 99.45 % CUMPLE

6.10 Linealidad del Sistema.

Para la evaluacion de la Linealidad del Sistendesarrollaron 3 curvas de acuerdo
al procedimiento establecido en el apartado 5.8@l7presente documento y se
realizéd el tratamiento estadistico de las 3 curgh&niéndose los siguientes
resultados resumidos en las siguientes tablas
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Resumen del tratamiento estadistico de la Linealidbdel Sistema.

Nivel de Areas
Concentracién| Concentracion| promedio 3 Promedio S
il (59 A ) respuesta (y/X
80% 8 386630.33 391972.77y8 48328.7917
80% 8 394462.67 391972.7778 49307.8333
80% 8 394825.33 391972.7778 49353.1667
90% 9 435391.67 439730.3383 48376.8519
90% 9 438268.00 439730.3383 48696.4444
90% 9 445531.33 439730.3383 49503.4815
100% 10 484161.33 488512.888948416.1333
100% 10 487626.33 488512.888948762.6333
100% 10 493751.00 488512.8889 49375.1
110% 11 532784.67 535296.77[7848434.9697
110% 11 536912.33 535296.77[7848810.2121
110% 11 536193.33 535296.77[7848744.8485
120% 12 579747.00 582374.22p2 48312.25
120% 12 587280.33 582374.22p248940.0278
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| 120% ‘ 12 ‘ 580095.33 582374.220248341.2778

Resumen Estadistico del Andlisis de Regresion Liale
Coeficiente de correlacian0.99.
Promedio del Factor de Respuefta8780.27
Coeficiente de determinaci@f 0.99.
Porcentaje Desviacion Estandar Relativa % RSID87.

Ecuacion de Regresio= 47636.93 X + 11208.07.

Linealidad del Sistema de Betametasona Dipropionatequivalente a
Betametasona Base (3 curvas promediadas).

LINEALIDAD DEL SISTEMA DE BETAMETASONA DIPROPIONATO

(% 10000)
62 F : ' E

53|
54§
50|

AREAS

46
12|
38

CONCENTRACION (gt

Tabla de Significacion Estadistica de la Pendientedel Intercepto (Prueba t de
Student)

Variable Valor - tran. | tExp. Min. Max. Especificacion | Observacion
rror
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Tipico

t tabla>texp ; e Incluve el
11208.07| 7129.18 2,16 157 -4193.81 266099dtervalo debe y

i . cero
incluir el cero

Intercept
0 (a)

t tabla<texp ; e

intervalo no| No incluye el
i 4
Pen((s,l)eme 47636.93 705.89 2,1§ 67.48 46111.92 4916]'%2% cluir el cero

cero

Residuos para Linealidad del Sistema del Método deuantificacion de Betametasona
Dipropionato equivalente a Betametasona Base.

RESIDUOS DE LINEALIDAD DEL SISTEMA DE BETAMETASONA DIPROFIONATO
22 __I T T T I__
I :
N 121+ 8
= i ]
g i : .
I 02 L : .
QJ - -
= i ' ]
5 08k ) i ]
o 4
T C . ]
18 B . . i =
8 9 10 11 12

Concentracion {(ginl)
Homogeneidad de Variancias
Valor G Valor G e .
Experimental | Tabulado ESECEIEEEI
Si Gexp< G tabla l1as
dzrcléggﬁrgn 0,68 variancias de |Ig
concentraciones
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0.31 son homogéneas.

Analisis de la Variancia: ANOVA.

Cigr;rzggs 0.l | Varianza | Fexperimental | Ftabia Especificacion

- 68078322522 1 | 68078322522
Regresion 4554.17 | 4.67 | Fiexp> Fuania demuestra que
Sedlie] 194331486.1 13 | 14948575.86 pendiente es distinta de cerg
Falta de Ajuste 3789189.615 3 | 1263063.20% 007 - Frex<  Fouabin los dato:
Error 100542296 5 10 | 19054229.65 ggtf;éfgssigﬁ usan al mod
Experimental
Total 68272654008 14 | 4876618143

Conclusion

Validacién Cuantificacion Betametasona 0.05% Crema por HPLC

LaLinealidad del Sistemapara Betametasona Dipropionato se verificé erango
de concentracién de 80% a 120% correspondienteterivalo de concentraciones
de 8 pg/mL — 12 pg/mL.

Al aplicar el analisis de regresion al promedidatedatos obtenidos en las 3 curvas
se obtuvo una ecuacién de la recta correspondé&Nte 47636.93 X + 11208.97
Coeficiente de Correlacién Lineal de0.99, yCoeficiente de Determinacién de
0.99.

Al aplicar el test de significacion estadistical oieercepto, este resultd ser no
significativo, ya que la t experimentél.57) es menor que la t tabulada16 para
un a igual a 0.05%, lo que indica que el rango incl@ecero (- 4193.81 a
26609.94)por lo que no presenta sesgo.

De igual forma, al aplicar el test de significaciéstadistica de la pendiente los
resultados fueron satisfactorios al evidenciar eadiente significativamente
diferente de cero, pues la t experimengal.48 fue mayor que la t tabulada.{6)
para unx igual a 0.05%, el rango obtenido fue d6X11.92a 49161.9%

El promedio de los factores de respuesta (Areast€dracion) fue dé8780.27y

un % RSD dé. 87 % el cual es menor del 2%. Se aplicé a los datosrerpntales
una prueba G de Cochran conauigual a 0.05% para comprobar la homogeneidad
de las variancias (Homocedasticidad) siendo la g2®@xental(0.31) menor que la

G tabulada @.68 lo que evidencia que las variancias de las cdrmgones son
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homogéneas, es decir que el factor concentracidntediere en la variabilidad de
los resultados. También se hizo un grafico de sisdtie los residuales, el que
muestra que no existe tendencia de error sisteonétic la distribucion de los
residuales.

Se realizé un analisis de varianza del que se pdedecir que existe una relacion
lineal entre la variable dependiente (Areas) y daable independiente (cantidad
adicionada), puesto que la &perimental4554.17 es mayor que la;Fle la tabla

(4.67), lo que demuestra que la pendiente es distinteed® También se observé
gue los resultados experimentales se ajustan aélmatk regresion lineal, puesto

que la |z experimental@.07) es menor que laykle la tablag.71), para uro igual a
0.10%.

6.11 Linealidad Método.

Para la evaluacion de la Linealidad del Métodoesadollaron 3 curvas de acuerdo
al procedimiento establecido en el apartado 5.H&l7presente documento y se

realizd el tratamiento estadistico de las 3 curebteniéndose los siguientes
resultados:

Tabla del tratamiento estadistico de la Linealidadiel Método.

Area
Nivel de . Factor de
L L . Promedio

Concentracion Concentracion pg/mL | promedio 3 curvas respuesta (y/x)
80% 8 394661.33 390056.11 49332.67
80% 8 386674.33 390056.11 48334.29
80% 8 388832.67 390056.11 48604.08
90% 9 445259.33 440738.22 49473.26
90% 9 433638.33 440738.22 48182.04
90% 9 443317.00 440738.22 49257.44
100% 10 488445.67 487665.67 48844.57
100% 10 485930.33 487665.67 48593.03
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100% 10 488621.00 487665.67 48862.10
110% 11 543704.67 537455.33 49427.70
110% 11 530481.67 537455.33 48225.61
110% 11 538179.67 537455.33 48925.42
120% 12 589780.00 585869.00 49148.33
120% 12 581289.67 585869.00 48440.81
120% 12 586537.33 585869.00 48878.11

Resumen estadistico del Analisis de Regresién Lidea
Coeficiente de Correlacian0.99.

Promedio del Factor de Respueftad48835.30.
Coeficiente de Determinacith 0.99.

Coeficiente de Variacion C/¥ 0. 88 %.

Ecuacion de Regresiol= 48834.29 X + 13.98.

Linealidad del Método de Cuantificacion de Betametsona Dipropionato
equivalente a Betametasona Base contenido en el guato Betametasona
0.05 %, Crema (3 curvas promediadas).

LINEALIDAD DEL METODO DE BETAMETASONA 0.1 %, CREMA

(X10000)
62 -_| T T T I__

58 |
541
50

AREAS

46
12|

38t

CONCENTRACION

Significacion Estadistica de la Pendiente y del Iatcepto (Prueba t de Student).
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. Error . ) . .. | Observacio
Variable | Valor Thlco tian. | tExp. Min. Max. | Especificacion 0

t tabe>texp el

Intercept | 15 95 | 8060.88| 2% | 0.0017 | -17400.76.7428.72| intervalo debg "C“Ye ©!
o (a) 6 . . cero
incluir el cero
t tabie<texp ; el
2.1 47109.9 intervalo no| No incluye el
n q
Pendiente 488342‘.) 79815 6 6118 7 5055860 debe incluir el cero

(b) cero

Residuos de Linealidad del Método de Cuantificaciode Betametasona
Dipropionato equivalente a Betametasona Base conieo en el producto
Betametasona 0.05 %, Crema.

RESIDUOS DE LINEALIDAD DEL METODO DE BETAMETASONA 0.1 %, CREMA
2 2 __I T T T I__
s i i ]
N s2f ]
ol ' .
s i ]
g 02 2 s .
o} 4
] [e . ]
o -08[ a
T - ]
-1.8 E, ; i x .
8 9 10 11 12
Cancentracin (Ugnl)
Homogeneidad de Variancias
Valor G Valor G Especificaciéon
Experimental Tabulado

S| G ex < G tabla |a.S
Prueba G de = &P

Cochran 0.38 0,68 variancias de lg

concentraciones  sq
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homogéneas.

Analisis de la Variancia: ANOVA

Suma de
Cuadrados 9-

Varianza | Fexperimental| Ftabla Especificacion

71543633139 1 71543633189

Regresion 4.67 | Fiex> Fuana demuestra que
- 248444839.2 | 1B19111141.48 3743.56 pendiente es distinta de cero

Residual

Falta de Ajuste 7348387.081 3 2449462.36 Frex< Faiaba 108 datos obtenidd

3.71

ErrorExperimental

se ajustan al nuelo de regresig

241096452.1 | 1024109645.21 0.10 lineal

Total

71792077978 145128005570

Conclusion

La Linealidad del Método para la cuantificacion de Betametasona Dipropmnat
contenido en el productBetametasona 0.05 %, Crema se verificO en un rango de
concentracion de 80% a 120% correspondiente alvaltede concentraciones de 8
pg/mL — 12 pg/mL.

Al aplicar el andlisis de regresion al promedidatedatos obtenidos en las 3 curvas
se obtuvo una ecuacion de la recta correspondeente= 48834.29 X + 13.98,
Coeficiente de Correlacién Lineal de.99, un Coeficiente de Determinaciénréte
0.99.

Al aplicar el test de significacion del intercepéste resultd ser no significativo, ya
que la t experimentaD(0017 es menor que la t tabuladal6 para una igual a
0.05%, lo que indica que el rango incluye el cer@7400.76 a 17428.72or lo
que no presenta sesgo. De igual forma, al aplicaest de significacion de la
pendiente los resultados fueron satisfactorios wdeaciar una pendiente
significativamente diferente de cero, pues la eexpental 61.18 fue mayor que la

t tabulada 2.16 para una igual a 0.05%, el rango obtenido fue dg109.97 a
50558.60).

El promedio de los factores de respuesta (Area/€uracion) fue d48835.30y un

% RSD deD.88% el cual es menor del 2%. Se aplicé a los datosrarpntales una
prueba G de CochranTdbla 15 con una igual a 0.05% para comprobar la
homogeneidad de las variancias (Homocedasticide)ds la G experimental
(0.38) menor que la G tabulad@.68 lo que evidencia que las variancias de las
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concentraciones son homogéneas, es decir quetet tamncentracion no interfiere
en la variabilidad de los resultados. También ge kin grafico y andlisis de los
residuales, el que muestra que no existe tendedei@rror sistematico en la
distribucion de los residuales.

Se realiz0 un andlisis de varianZalpla 16) del que se puede deducir que existe
una relacion lineal entre la variable dependieated) y la variable independiente
(cantidad adicionada), puesto que laekperimental 3743.56 es mayor que la;F
de la tabla4.67), lo que demuestra que la pendiente es distintzede También se
observo que los resultados experimentales se ajattaodelo de regresion lineal,

puesto que lafexperimental.10 es menor que la;Ke la tabla3.71), para ur
igual a0.10%.

6.12 Exactitud del Sistema.

Se realizé analizando 3 soluciones de estandar ravéles de concentracion
diferente (80%,100% y 120%) y realizando lectumastpplicado de cada solucipn
los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla de Exactitud del Sistema.

PEEE Porcentaje |Porcentaje Desv
Concentraciones .J J Media ., . | %RSD | Varianza
Obtenido |recuperado Estandar
empleadas
81.1092 101.3865
80 81.0894 101.3618|101.4176 0.0764 0.0753 0.0058
81.2037 101.5047
09.9748 99.9748
100 100.3277 100.3277|100.1641 0.1778 0.1775 0.0316
100.1899 100.1899
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117.6895 98.0746

120 118.3096 98.5914 | 98.2969| 0.2658| 0.2704 0.070]

117.8696 98.2247

Media Total 99.9596

Desv.
Estandar 1.3699

%RSD 1.3705

Segun los datos obtenidos en la tabla anteriopreinedio de los resultados
obtenidos 99.96 %) cumple con el criterio de aceptacion (98% - 10390l
porcentaje de desviacion estandar relativaq %) es menor al 2%.

Test de Cochran

G de Cochran

Especificacion Gexp<Gtalja
G de tabla 0.87
G experimental 0.65

Como se muestra en la tabla anterior el parametmmple con el test de Cochran,
demostrando asi que las varianzas de las tres mioacienes utilizadas son
equivalentes, es decir que el factor concentractdimfluye en la variabilidad de los
resultados.

Test de T Student

t de student

Especificacion texp<ttabla

t de tabla 2.306
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t exp ‘ 0.09 |

De igual manera se evaluo el test de t studeniadlresultoé satisfactorio ya que los
resultados cumplieron con el criterio de aceptgcoiemostrando que no existe
diferencia significativa entre la recuperacion raegil00, por lo que la exactitud
del sistema es correcta.

Criterio De Aceptacion Para Exactitud Del Sistema Bl Método De Cuantificacion
Parametro a Especificacion Datos experimentales Cumplimiento
evaluar

Porcentaje 97% - 103% 99.96%
recuperado CUMPLE
%RSD <3% 1.37% CUMPLE
Test de Cochran G exp< G tabla Gtabla=0.87 Gexp 9.65

CUMPLE
Test t de student t exp< ttabla t tabla = 2.306 t exp=0.0¢ CUMPLE

6.13 Exactitud del Método.

La Exactitud del Método se evalud en el intervadocdncentraciones del 80% al
120%, preparandose para ello 3 soluciones y real@#ecturas por triplicado para
cada solucion, obteniéndose los siguientes resdtad
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Tabla de Exactitud del Método.

% de . Porcentaje | Porcentaje . Desv. .
Concentraciones . Media . %RSD | Varianza
S —— obtenido recuperado Estandar
81.0853 101.3567
80 81.4439 101.8049 | 101.5940 0.2253 0.2218 0.0508
81.2965 101.6206
100.7259 100.7259
100 100.5838 100.5838 | 100.6927 0.0967 0.0960 0.009%
100.7685 100.7685
118.5415 98.7846
120 118.7872 098.9894 | 98.8821 0.1027 0.1039 0.010¢
118.6468 98.8723
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Media Total 100.3896

Desv. Estandar 1.2035

% RSD 1.1988

En la tabla anterior se observa que el porcentgigperado promedid00.39%)se
encuentra dentro del intervalo establecido (97%03%) evidenciando que los
resultados poseen una gran proximidad al valor emeaceptado como valor
verdadero, también se observa un porcentaje deade&sv estandar relativa igual a
1.20 % el cual es menor que 3%.

Test de Cochran

G de Cochran

Especificacion | Gexp<Gtabla

G de tabla 0.87

G experimental 0.72

A como se muestra en la tabla anterior el paraneemaple con el test de Cochran,
demostrando asi que las varianzas de las tres moacienes utilizadas son
equivalentes, es decir que el factor concentractdimfluye en la variabilidad de los
resultados.

Test de t student.

t de student

Especificacion| texp< ttabl

D
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t de tabla 2.306

t exp 0.98

De igual manera se evalug el test de t studeniadlresult6é satisfactorio ya que los
resultados cumplieron con el criterio de aceptac@emostrando que no existe
diferencia significativa entre la recuperacion naegil00, por lo que la exactitud es

correcta.
Criterio De Aceptacion Para Exactitud Del Método DeCuantificacion
Parametro a evaluar Especificacion Datos experimentales Cumplimiento (C/NC)*
Porcentaje recuperado 97% - 103% 100.3% CUMPLE
%RSD <3% 1.20% CUMPLE
Test de Cochran G exp< G tabla Gtabla=0.8Y Gy = CUMPLE
Test de t student t exp< ttabla t tabla = 2.306 xptd®.9¢ CUMPLE

6.14 Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion.

El limite de deteccion y cuantificacion calcula@ggartir de la desvacion estandar de

la residual y pendiente de la curva estandar setmauneen la siguiente tabla.

Parametro Valor
Desviacion estandar residual 1945.935
Pendiente 48834.29
LD (pg/ml) 0.1348
LC (pg/ml) 1.2342
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VI.  CONCLUSION.

1. La metodologia analitica es selectiva debido a btpse productos de
degradacién de la Betametasona Dipropionato prddacidurante el desarrollo y
validacion de la metodologia analitica no intedieren la banda de elucion
principal del analito.

2. La metodologia aprobd los ensayos de repetibilid@decision intermedia
del sistema y del método al ser el porcentaje dwiaeon estandar relativa
(%RSD) menor al 2% para el sistema y menor delffa el método.
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3. Para la exactitud, el porcentaje de recuperaciomedio estuvo dentro de
los limites (97,0 —103,0%) y se comprobd que niemdifestadisticamente del 100%.

4. Se demostré que la metodologia analitica cumple logn parametros
minimos Descritos en la USP 34/NF 29 para los peit@s estadisticos: Linealidad,
Precision, Exactitud, Selectividad, por lo tantddenica se encuentra validada.

VIIl. RECOMENDACIONES

1. En todo método debe de realizarse un buen estuglisodustez para
optimizar la criticidad de los valores de los pagtnos del método debido a que a
través de este estudio se definirdn las caradtadstie idoneidad conjunto de
parametro que garanticen que el sistema respondeuaguier momento del
analisis.

2. Toda medicion analitica debe realizarse usando duosétoy equipos
evaluados y asi asegurarse que estos sean adepaaass proposito.
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3. Debe evaluarse los disefios de experimentos, calefiectuados en el
presente trabajo, junto con el marco tedrico, loales serviran de base para
realizar futuros estudios de caréacter investigafizoalidacion.

4.  Si este método lo utilizaran otras empresas paatificacion de cremas de
Betametasona Dipropionato 0.05% se requiere tomauenta que los parametros
de exactitud y linealidad del método se deben avalara la crema que se desea
cuantificar debido a los posibles interferentetodeexcipientes empleados.
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ANEXOS
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ANEXO 1. GLOSARIO DE TERMINOS.

Nugilglrgsde Siglas Significado
Farmacopea de los Estados Unidos de Norte Amédied 3
1 USP 34 NF 29 Formulario Nacional 29.
2 FB 2010 Farmacopea Britanica 2010.
3 FJ 15 Ed Farmacopea Japonesa.
4 RFE 2002 Real Farmacopea Espafiola 2002.
5 FEUM Farmacopea de los Estados Unidos de México.
6 HPLC High Performance Liquid Chromatography.
7 CLAR Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.
8 UV-VIS Ultra Violeta Visible.
9 IR Infra Rojo.
10 ADN Acido Desoxirribonucleico.
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11 ARN Acido Ribonucleico.

12 GLC Cromatografia de Gas Liquido.

13 GSC Cromatografia de Gas Solido.

14 LLC Cromatografia Liquido-Liquido.

15 EP Farmacopea Espaiiola.

16 ICH International Conference of Harmonization.
17 AOAC Official Methods of Analysis of the Assotian.
18 Fl Farmacopea Internacional.

19 BPL Buenas Practicas de Laboratorio.

20 BPM Buenas Practicas de Manufactura.

21 ISO Organizacion Internacional de Estandariracié
22 PNT Procedimiento Normalizado de Trabajo.

Validacién Cuantificacion Betametasona 0.05% Crema por HPLC Pigina 111 de 108



