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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo principal verificar el
método farmacopéico para la determinacién del compuesto relacionado “A” de
Gabapentina capsula para conocer si el método analitico funciona
correctamente en condiciones de trabajo reales en un Laboratorio
Farmacéutico Nacional y si es adecuado para su uso previsto. El proceso de
verificacion del método analitico se realiz6 evaluando los parametros de
desempeiio: precision del método, precision intermedia, exactitud, especificidad
y limite de cuantificacion.

Para la investigacion, se realizé un muestreo dirigido y puntual a tres lotes de
Gabapentina de 300 mg, en la forma farmacéutica de capsulas fabricadas en un
Laboratorio Farmacéutico Nacional las cuales fueron analizadas en el periodo

de julio a octubre del afio 2016.

Para la precision del método y la precision intermedia de los lotes 1, 2 y 3 se
obtuvo 0.32 % de compuesto relacionado “A” de Gabapentina presente en las
capsulas de Gabapentina con coeficientes de variacion menor a 10.0 %. En la
exactitud del método se obtuvieron valores de coeficiente de determinacion y
coeficiente de correlacidén entre 0.997 y 0.999 con porcentajes de recobro entre
100%-105%. En el parametro de especificidad, no se encontr6 interferencia de
los excipientes del producto farmacéutico y la respuesta obtenida fue
unicamente del analito en estudio. Para el limite de cuantificacion, se determino
gue la minima cantidad aceptable que puede ser cuantificada de compuesto
relacionado “A” de Gabapentina es de 2.0 ppm.

En conclusion, el método analitico evaluado para la determinacion del
Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina capsula cumplié con las
especificaciones establecidas en la normativa de la Organizacion Salvadorefia

de Acreditaciéon (OSA), por lo tanto; el método es adecuado para su uso



previsto. Finalmente, se recomienda que todo Laboratorio Farmacéutico
Nacional tenga métodos analiticos validados y/o verificados para asegurar que
un determinado método proporciona datos confiables.
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1.0 INTRODUCCION

Un producto farmacéutico es toda sustancia o mezcla de sustancias de origen
natural o sintético que tiene efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio y
que se presenta en una forma farmacéutica definida. En estos productos
farmacéuticos pueden estar presentes impurezas y productos de degradacion, a
los cuales se les debe de controlar el limite maximo para asegurar la calidad e

inocuidad de un medicamento.

En los productos farmacéuticos existen compuestos 0 sustancias denominados
compuestos relacionados, los cuales estan vinculados estructuralmente con el
principio activo. Estos compuestos pueden ser impurezas que surgen del
proceso de sintesis o productos de degradacién que resultan de los procesos
de fabricacibn o pueden surgir también durante el almacenamiento de un

producto farmacéutico.

Para evaluar la deteccion y cuantificacion de compuestos relacionados, se
debe de contar con un método analitico validado que establezca evidencia
documentada para demostrar que dicho método es adecuado para un

determinado compuesto.

Los métodos analiticos farmacopéicos no requieren ser validados , sin embargo
se deben verificar para comprobar que funcionan correctamente bajo
condiciones reales de trabajo; por lo que, en el presente trabajo, se realiz6 la
verificacion del método analitico farmacopéico descrito en la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP 38) para la determinacion del compuesto relacionado “A”
(2-Aza-espirol[4,5]decan-3-ona) de Gabapentina en capsulas que contienen 300

mg de Gabapentina, con la finalidad de demostrar que dicho método cumple



XXI

para las condiciones del caso y es el indicado para ser empleado bajo
condiciones de uso reales en un Laboratorio Farmacéutico Nacional.

En la verificacion del método se utilizaron 3 lotes diferentes y de cada lote se
tomaron 40 cdpsulas como muestra. Primero, se elabord un protocolo en el cual
se detallaron las pruebas especificas a realizar y todo lo requerido para llevar
a cabo el proceso de verificacion. Luego, se evaluaron los parametros de
desempefio de exactitud, especificidad, precision del método, precision
Intermedia y limite de cuantificacion utilizando el método Cromatografia Liquida
de Alta Presion (HPLC) con un detector de arreglo de diodos a una longitud de
onda de 210 nm. Finalmente, se elaboré el informe detallando los resultados
obtenidos que fueron comparados con criterios establecidos por la Organizacion
Salvadorefia de Acreditacion (OSA) para demostrar que el proceso de
verificacion cumple y que es el adecuado para ser empleado en futuros analisis
de determinacién y cuantificacion del Compuesto Relacionado “A” de

Gabapentina.

Esta investigacion se llevo a cabo durante los meses de julio a octubre del afio

2016 en un Laboratorio Farmacéutico Nacional.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Verificar el método farmacopéico para la determinacion del compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

Realizar un protocolo para la verificacion del método farmacopéico
para el ensayo del Compuesto Relacionado “A" del producto

farmacéutico de Gabapentina capsula.

Evaluar los parametros de desempefio exactitud, precision del
método, precision intermedia, especificidad y limite de cuantificacion
del método analitico por Cromatografia Liquida de Alta presion para
prueba de cuantificacion del compuesto relacionado “A” de

Gabapentina capsula.

Comparar los parametros de desempefio evaluados del apartado
<1226> de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 38) con los
criterios de aceptacion establecidos por el reglamento de la

Organizacion Salvadorefia de Acreditacion (OSA).

Elaborar el informe final de los resultados obtenidos de los

pardmetros de desempefio evaluados.
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3.0 MARCO TEORICO
3.1 Generalidades de la Gabapentina

La Gabapentina pertenece a un grupo de medicamentos llamados
anticonvulsivantes o antiepilépticos. La epilepsia es un trastorno cerebral en el
cual una persona tiene crisis epilépticas repetidas durante un tiempo. Las crisis
epilépticas son episodios de actividad descontrolada y anormal de las neuronas
gue puede causar cambios en la atencibn o el comportamiento. Los
medicamentos antiepilépticos son quimicamente heterogéneos actuando asi
sobre el sistema nervioso central mediante diferentes mecanismos para el

control de la actividad neuronal. @)

La Gabapentina es conocida quimicamente como acido @ 1-

(aminometilciclohexano acético) como lo indica su estructura quimica:

H,N COOH

GABAPENTINA

Figura N° 1. Estructura quimica de Gabapentina

Tabla N° 1. Propiedades fisicoquimicas de Gabapentina

Formula Molecular CyH17NO>
No. CAS 60142-96-3
Peso molecular 171.24 g/mol
Aspecto Polvo cristalino
Color Blanco
Olor Inodoro
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Tabla N° 1. (Continuacion)

Sabor Sabor amargo
Soluble en Agua, soluciones acidas y basicas
Punto de fusién 164-167°C

3.1.1 Propiedades farmacocinéticas.

La Gabapentina es absorbida a nivel gastrointestinal; como punto principal el
intestino delgado; no interfiriendo asi los alimentos en el proceso de absorcion,
posee una vida media de 5-7 horas. El farmaco es eliminado a través de la
orina sin interferencias ni modificaciones debido a que no es metabolizado en el
organismo.

La gabapentina contiene un indice terapéutico amplio y parece ser segura
inclusive si existiere una sobredosificacion, esto debido a que se absorbe
rapidamente y parcialmente por el sistema de transporte saturable L-
aminoéacido conformado principalmente por L-fenilalanina y L-leucina cuando la
dosis se incrementa su biodisponibilidad disminuye.

Las propiedades farmacocinéticas de la gabapentina indican que su
biodisponibilidad aumenta al ser disminuida la dosis, y esto se debe a la
saturacion del transportador utilizado por el mismo farmaco para atravesar la

membrana, se caracteriza por la baja union a proteinas que posee. (o

Tabla N° 2. Propiedades farmacocinéticas de la Gabapentina

Dosis Unién a Tiempo | Volumen de Sitio de Via de
diaria/Biodisponibilidad proteinas | de vida distribucién absorcién eliminacién
media

900mg/60% Del 50% al | 76-81% se

1200mg/47% Menor al 5-7 58a6lL 60% en el elimina via

2400mg/34% 3% horas tracto renal y 10-

3600mg/33% gastrointest | 23% via

4800mg/21% inal fecal

superior
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3.1.2 Mecanismo de accion.

El mecanismo de accion de la Gabapentina no es bien comprendido a pesar de
gue estructuralmente es similar al neurotransmisor GABA, no se une a sus
receptores, ademas los efectos antinociceptivos (inhibicion del dolor) en
modelos de dolor neuropatico no son revertidos con la administracion de
antagonistas de los receptores GABA, Yy GABAg.

El mecanismo de accién mas aceptado hasta el momento es la interaccién
existente con las subunidades de los canales de calcio a- 2-6, esta subunidad
expresa cuatro isoformas de los cuales la 1 y la 2, expresan alta afinidad por la
gabapentina. Estas acciones son llevadas a cabo de manera presinaptica por
eso la disminucion en el flujo de calcio a este nivel, reduciendo asi la presencia

de glutamato, sustancia P y norepinefrina en la sinapsis. (g

3.1.3 Usos terapéuticos.

La Gabapentina fue aprobada por la FDA en 1993 para su comercializacion en
el tratamiento de crisis convulsivas en adultos y nifios mayores de 12 afos,
pero fue hasta el 2005 que la FDA aprobo la Gabapentina para tratar un tipo de
dolor neuropatico el cual se define como aquel dolor iniciado o causado por la
lesion o disfuncion del sistema nervioso central iniciado mediante sensacion de
hormigueo, dolor, ardor, quemazon también puede ser punzante y de gran

intensidad. (3)(9)

SR SNC Dolor
\
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Figura N° 2. Dolor fisiol6gico vs dolor neuropatico
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3.1.4 Dosis.

Tratamiento del dolor neuropético. (Incluyendo el debido a la neuropatia
diabética, dolor neuropatico mixto y dolor neuropético de origen canceroso)

Administracion oral: en adultos se recomienda iniciar el tratamiento con una
dosis Unica de 300 mg, dos dosis de 300 mg el segundo dia y tres dosis de 300
mg el tercer dia. Seguidamente las dosis se pueden ir aumentando para
conseguir un alivio del dolor hasta los 1800 mg/dia. En la mayor parte de los
estudios clinicos la eficacia del farmaco fue evaluada en el rango comprendido
entre los 1800 y 3600 mg/dia. Las dosis superiores a los 1800 mg/dia no

mostraron beneficios adicionales. @2

3.1.5 Tratamiento de Epilepsia.

Administracion oral en nifilos mayores de 12 afos: las dosis efectivas de
gabapentina son de 900 a 1800 mg/dia repartidos en 3 administraciones. Las
dosis de partida son de 300 mg tres veces al dia. Se han utilizado dosis de
hasta 2.400 mg/kg siendo bien toleradas. Las dosis no se deben espaciar mas

de 12 horas en el régimen de 3 dosis/dia.

Nifios de 3 a 12 afos: las dosis de partida deben ser de 10-15 mg/kg repartidos
en tres administraciones al dia y la dosis efectiva se alcanza aumentando estas
a lo largo de un periodo de 3 dias. Las dosis efectivas de gabapentina en los
pacientes 5 afios o mas son de 25-25 mg/kg repartidos en 3 administraciones al
dia. En los nifios mas pequefios, las dosis efectivas suelen ser de 40 mg/kg/dia.
En los estudios clinicos a largo plazo, se han tolerado muy bien dosis de hasta

50 mg/kg/d ia. (6)(12)
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3.1.6 Reacciones adversas.

Es un agente bien tolerado, con lo cual no se han reportado reacciones
adversas graves, puede producir en forma dosis dependiente suefio, mareos,
nauseas vomitos, cefalea, temblor, visibn borrosa, sequedad en la boca,

depresion y ataxia los cuales son comunes a los demas antiepilépticos. (2

3.1.7 Contraindicaciones y precauciones.

Contraindicada en pacientes con hipersensibilidad a la gabapentina, en
padecimientos de insuficiencia renal, durante el embarazo y lactancia. Los
antiacidos disminuyen su absorcion, el alcohol y otros depresores del sistema
nervioso central aumentan sus efectos sedantes. Al suspender la administracion

se debe disminuir progresivamente la dosis. (2

3.2 Impurezas en farmacos y productos farmacéuticos

Las impurezas o productos de degradacion en farmacos pueden surgir durante
el proceso de fabricacion o durante el almacenamiento del farmaco. Los
productos de degradaciéon en productos farmacéuticos pueden surgir a partir de
farmacos o productos de reaccién del farmaco con el ambiente, con un
excipiente o un sistema de envase-cierre primario. Se considera una impureza
aquel componente de un farmaco que no es la entidad quimica definida como el
farmaco, para un producto farmacéutico es cualquier componente que no sea
un ingrediente de formulacion. Un producto de degradacion es una impureza
gue resulta de un cambio quimico en el farmaco ocurrido durante la fabricacion
y/o almacenamiento del producto farmacéutico por el efecto de la luz,
temperatura, pH, agua, o por reaccion con un excipiente y/o sistema de envase-

cierre primario.
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Las impurezas en un farmaco se clasifican en 3 categorias:
1. Impurezas orgénicas (de proceso y del farmaco)
2. Impurezas inorganicas

3. Disolventes residuales

Las impurezas organicas pueden surgir durante el proceso de fabricacion y/o
almacenamiento del farmaco. Estas pueden ser identificadas o no identificadas,
volatiles, o no volatiles, e incluyen las siguientes:

1. Materiales iniciales
Subproductos
Productos intermedios
Productos de degradacion

Reactivos, ligando y catalizadores

S

Isbmeros geométrico y estereoisomeros

Las impurezas inorganicas pueden resultar del proceso de fabricacion y por lo
regular se conocen e identifican. Estos incluyen:

1. Reactivos, ligando y catalizadores

2. Metales pesados u otros metales residuales
3. Sales inorganicas
4

Otros materiales

El principio basico para establecer limites consiste en que los niveles de
impurezas o de productos de degradacion en un farmaco se deben controlar
durante su desarrollo para garantizar su seguridad y calidad de uso en un
producto farmacéutico. Por lo tanto, se debe de establecer evidencia
documentada de que el método analitico usado para evaluar las impurezas o
productos de degradacion este validado y es adecuado para la deteccion y

cuantificacion de estos.
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Para un producto farmacéutico, las especificaciones incluyen una lista de
productos de degradacion que se espera que estén presentes durante la
fabricacion del producto comercial y en las condiciones de almacenamientos

recomendadas.

Para los productos de degradacion que se reconocen como inusualmente
potentes o que producen efectos farmacoldgicos téxicos e inesperados, el limite
de cuantificacion/ deteccién de los procedimientos analiticos debe de ser
proporcional al nivel que se deben controlar los productos de degradacion. El
concepto para establecer limites de productos de degradacion se basa en
aplicar un juicio cientifico bien establecido a los disponibles sobre la seguridad y
estabilidad de un producto farmacéutico. Estos datos pueden incluir rutas de
degradacion del farmaco, el proceso de fabricacion, interacciones conocidas del
excipiente, cualquier estudio de evaluacion de seguridad, estudios de
estabilidad realizados en las condiciones de almacenamiento recomendadas y
estudios auxiliares que puedan proporcionar informacion adicional sobre el
perfil de estabilidad de un producto farmacéutico. Las impurezas que no son
productos de degradacion, por ejemplo, impurezas de proceso derivadas del
farmaco, no se controlan en el producto farmacéutico, ya gue se controlan en el
farmaco y por lo consiguiente no se espera que estas impurezas aumenten con

el paso del tiempo.

3.3 Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina

El Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina también conocido como
Lactama de Gabapentina es una sustancia toxica que se forma durante el
almacenamiento o sintesis de las formulaciones de Gabapentina. Los primeros
estudios realizados sobre la Gabapentina después de su descubrimiento a

mediados de 1970s por Warner-Lambert demostraron que la Gabapentina esta
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propensa a sufrir una reaccién quimica que resulta en la impureza conocida
como Lactama de Gabapentina la cual es 25 veces mas tOxica que la
Gabapentina. Segun los estudios que fueron realizados, la Lactama de
Gabapentina causaba en vez de prevenir las crisis epilépticas. (3

Estudios subsecuentes, revelaron que ambos la pureza de la Gabapentina
inicial y los efectos cataliticos de algunos ingredientes o adyuvantes mezclados
contribuian a la produccion de la Lactama de Gabapentina. Posteriormente,
dado los riesgos severos provocados por la Lactama, The Food and Drug
Administration (FDA) restringio la Lactama de Gabapentina. Es por ello, que
existe dificultad en preparar formulaciones estables de Gabapentina debido a

las reacciones cataliticas que sufre con algunos adyuvantes. 1z

NH

Figura N° 3. Estructura quimica del Compuesto Relacionado “A” de

Gabapentina (2-Aza-espiro[4,5]decan-3-ona)

Tabla N° 3. Propiedades fisicas de la Lactama de Gabapentina

Nombre quimico Lactama de Gabapentina

Sinénimos Gabapentin-lactam;Gabapentin USP RC
A; Gabapentin EP Impurity A;
3-azaspiro[4.5]decan-2-one;
Gabapentin impurity A;
Pentamethylene pyrrolidinone

Descripcion Solido color blanco

Formula quimica CyHi5sNO

Peso molecular 153.22 g/mol
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Tabla N° 3. (Continuacion)

Punto de fusién 84-89 °C
Punto de ebullicidn 181 °C/ 13mmHg
Categoria de riesgo [rritante
Temperatura de almacenamiento -20 °C congelador

3.3.1 Patente "482

La patente “482 de la Gabapentina brinda informacion sobre las condiciones
necesarias para crear formulaciones estables de Gabapentina. Una
composicion pura farmacéutica y estable consiste esencialmente de: (i3
1. Un ingrediente activo el cual es la Gabapentina libre de amino-acidos en
forma anhidra cristalina conteniendo menos del 0.5% de peso de su
correspondiente lactama y menos de 20ppm de un anién de un &cido
mineral.
2. Uno o mas adyuvantes farmaceéuticamente aceptables que no
promuevan la conversion de mas del 0.2% de peso de Gabapentina y su
correspondiente forma lactamica cuando es almacenada a 25°C y una

humedad atmosférica de 50% por 1 afio.

La descripcidn de la patente “482 explica los esfuerzos de investigacion acerca
de la funcion de ciertos adyuvantes en el proceso de la conversion de la
Lactama de Gabapentina. La formacion de la lactama en las formulaciones de
Gabapentina es causada en parte por efectos cataliticos de los ingredientes o
adyuvantes que son combinados con la Gabapentina para hacer una
formulacion. El poloxamer NF es el Unico adyuvante que no afecta la

estabilidad de la Gabapentina. (3

La especificacidon de la patente 482 también indica que un adyuvante puede ser

aceptable bajo una condicion pero no aceptable bajo diferente condicién. En un
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ensayo usando polietilenglicol (PEG) como adyuvante, la ciclizacion de la
lactama tomo lugar a una extension considerable; mientras que, cuando se uso
con sustancias activas muy puras como Gabapentina pura, el polietilenglicol se
encontr6 efectivamente usable como un excipiente. La especificacion va mas
alla de explicar que para establecer cuales adyuvantes promueven la formacién
de la Lactama, se llevo a cabo una investigacion laboriosa.

Los siguientes materiales adyuvantes, por ejemplo redujeron la estabilidad de
los compuestos y deben de ser evitados en la composicion de preparaciones
farmacéuticas: almidon de maiz modificado, croscarmelosa sodica, co-
polimeros del acido metacrilico (tipo A y C), intercambiadores anionicos, dioxido
de titanio y gel de silicio como Aerosil 200.

Finalmente, la patente resume las condiciones que se deben de mantener para
alcanzar una pura y estable composicion farmacéutica de Gabapentina para no
exceder el limite maximo de 0.5% de peso de lactama de Gabapentina el cual
es considerado como permisible, y para asegurar la estabilidad de
almacenamiento no solo del activo pero también de las preparaciones

correspondientes de las formas farmaceéuticas. (3
3.4 Formas Farmacéuticas solidas (Capsulas)
Las formas farmacéuticas solidas se caracterizan por tener un alto grado de
estabilidad fisica, quimica y microbiologica. Asi también por ser de facil

administracion y dosificacion exacta de acuerdo a lo declarado en el empaque.

Tabla N° 4. Ventajas y Desventajas de las formas farmacéuticas solidas (s,

Ventajas Desventaja
Mayor estabilidad y facil administracion Problemas de biodisponibilidad
Dosificaciones exactas, faciles y Resistencia de algunos principios activos a
adecuadas la compresion
Facilidad de identificacion Dificultad de deglucion por algunos
pacientes
Costo de produccién competitivo Mal sabor y olor desagradable
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Las formas farmacéuticas solidas se clasifican de la siguiente manera:

- Polvos farmacéuticos
- Capsulas

- Grageas

- Supositorios

- Ovulos

- Comprimidos

Como ya se mencion0 anteriormente

la clasificacion de las formas

farmacéuticas solidas dentro de las cuales se encuentran las capsulas, las

cuales se conforman de dos piezas dura o suave compuesta de gelatina, siendo

de administracion oral y dosis unitaria. Pueden contener polvos, granulos

esferas, liquidos o geles. (5

Existen dos tipos de capsula las cuales son:

- Gelatina blanda: Su composicion contiene gelatina, agua, plastificante y

tintura

- Gelatina dura: Su composicion contiene gelatina, lubricante (acido

estearico, estearato de magnesio, polietilenglicoles), desintegrantes

(almidon derivados de celulosa, PVP),

humectantes (polisorbato,

compuestos de amonio cuaternario, polisorbato 80). s

Tabla N° 5. Ventajas y Desventajas de la forma farmaceéutica de capsulas (s

Ventajas

Desventaja

Insipidas y permiten enmascarar
caracteristicas organolépticas desagradables
del principio activo como sabor amargo y
olor.

No pueden fraccionarse, la fabricacion de esta
es mas costosa que las tabletas

La composicién dentro de la formulacién es
sencilla requieren pocos excipientes

Requieren condiciones especiales de
conservacion en cuanto a humedad y
temperatura




Tabla N° 5. (Continuacion)
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Protegen al farmaco de agentes externos
como polvo, aire, luz humedad.

No se pueden fabricar formulaciones que sean
incompatibles con la cubierta como
higroscépica y eutéctica, salvo que sea
necesario su uso.

Permiten administrar una sola forma
farmacéutica con uno o mas farmacos en la
dosis exacta

Limitaciones en el uso y su administracién no
indicados en nifios y ancianos.

Facilita al paciente la identificacion mediante
el color que estas poseen

Dificil de dosificar ya que dependera de la
preparacién en la formulacion.

Las capsulas de gelatina dura estan constituidas por dos partes cilindricas

llamadas cuerpo o caja la mas larga en la cual se deposita en farmaco y la mas

pequefia se llama tapa la cual actia como cierre de la capsula, se utilizan

diversidad de tamafios de capsulas numerados desde 000 (de mayor

capacidad) hasta el 5 (el de menor capacidad). (s

Las capsulas deben tener la capacidad de desintegrarse y disolverse en el

tracto gastrointestinal ejerciendo asi una accion a nivel local o sistémico.

Escala numérica del 000 al 4

000 ~
0 : | Tamafio Volumen (ml)  Masa (mg)
i — 000 0,95 570a 1140

i 0 0,60 4002 816

. " ) 1 0,50 300a 600
. 2 0,37 2222 444

‘ ? 3 0,30 1802 360
4 0,21 1262 252

Figura N° 4. Tamafos y volumenes de capsulas (s




Tabla N° 6. Listado de controles realizados en producto terminado s
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Organolépticos Geomeétricos Fisicos Posologicos Quimico
Color Largo o Dureza Peso medio Identificacion
Diametro
Olor Ancho Friabilidad Contenido Valoracién
uniforme
Sabor Espesor Desintegracion
Aspecto Disolucién

3.5 Estandares de referencia USP

Son muestras fisicas altamente caracterizadas que son usadas en analisis para

ayudar a garantizar la identidad, potencia, la calidad y pureza de
medicamentos. Existen diferentes tipos de estandares, entre los cuales estan
los Estandares de Referencia de Impurezas y Estandares de Referencia para
los articulos oficiales en USP o NF que son de importancia para este trabajo de

investigacion. (s

Estandares de Referencia de Impurezas: pueden presentarse como materiales
purificados de un solo componente o como mezclas de mas de una impureza.
Dentro de estos pueden incluir los siguientes: (g
- Impurezas Organicas que pueden surgir durante los procesos de
fabricacion o durante la vida atil de un articulo y pueden incluir materiales
iniciales, productos intermedios, subproductos, reactivos, catalizadores
y/o productos de degradacion.
- Impurezas inorganicas normalmente resultan de un procesos de sintesis
y pueden incluir reactivos, catalizadores, metales pesados o sales
inorganicas.
- Disolventes residuales pueden ser liquidos organicos o inorganicos que
sSe usan para preparar soluciones o suspensiones durante la sintesis de

un articulo.
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En ediciones anteriores de la farmacopea, las impurezas se designaban por sus
nombres quimicos. Por lo tanto, para facilitar la busqueda y el orden en el
indice, los nombres quimicos de las impurezas se han reemplazado por la
denominacion "ER Compuestos Relacionado Y de X" donde X es el nombre del

articulo oficial e Y es una letra secuencial del alfabeto.

Estandares de Referencia para los articulos oficiales en USP o NF: se ofrecen
como materiales puros o0 como mezclas de sustancias quimicas que constituyen
Un reflejo de los farmacos o excipientes correspondientes. Este tipo de
estandar es usado para la valoracion y/o las pruebas de identificacion en un

determinado producto. (g9

3.5.1 Uso y almacenamiento de los estandares

Para cumplir con el propdsito por el cual fueron creados los estandares, estos
deben de almacenarse, manipularse y utilizarse de forma correcta. Al momento
de usar un estandar, se debe de asegurar que sea un “lote vigente™ o un “lote
previo” que se encuentre dentro de la fecha valida de su uso. Los Estandares
de Referencia de USP no estan previstos para ser usados como farmacos,

suplementos dietéticos o dispositivos médicos.

Las indicaciones de almacenamiento y uso se encuentran en la etiqueta de
cada Estandar de Referencia. Estas indicaciones son especificas para cada lote
y prevalecerdn sobre cualquier otra indicacion en los estandares de
documentacion correspondientes. La etiqueta incluye advertencias de
seguridad, informacion exigida para las sustancias controladas y valores de

célculo para estdndares con aplicaciones cuantitativas.
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Se debe de asegurar de que los Estandares de Referencia de USP se guarden
en sus envases cerrados con tapon originales, lejos del calor y de la humedad,
y protegidos contra la luz. Es importante seguir todas las instrucciones
especiales incluidas en la etiqueta. También se debe de asegurar de que las
sustancias del Estandar de Referencia sean pesadas con exactitud, tomando en
cuenta los errores relativamente importantes que pueden asociarse con el peso
de masas pequefias, cuando se dan instrucciones para que una solucién o
preparacién estandar sean preparadas para una determinacién cuantitativa.

(18)(19)

3.6 Método Analitico

Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis de un
componente especifico (analito) de una muestra. (i3
Los métodos analiticos se clasifican en:
1. Funcion de su estado regulatorio.
a. Métodos farmacopéicos: son aquellos que aparecen en cualquier
farmacopea.
b. Métodos no farmacopéicos: son aquellos que no estan establecidos
en una farmacopea.
2. Funcién de su aplicacion:
a. Métodos para productos a granel
b. Métodos para productos terminado
c. Métodos para materia prima
d. Métodos indicadores de estabilidad
3. Funcién de la naturaleza de la respuesta analitica:
a. Métodos fisico-quimicos. Cuando la respuesta es de caracter fisico o

guimico.
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b. Métodos biolégicos. Cuando la respuesta es de caracter bioldgico.
4. Funcion de su propésito analitico:

a. Métodos para cuantificar el analito (contenido o potencia)

b. Métodos para establecer la presencia del analito a un limite

c. Métodos para identificar el analito.

5. Funcion de la naturaleza del sistema de medicion:

a. Métodos en los cuales el instrumento de medicién de la respuesta
analitica permite medir una sefial de ruido (cromatografia liquido,
gases, espectrofotometro.)

b. Métodos en los cuales el instrumento de medicion no permite medir

una sefal de ruido.

3.7 Validacién y Verificaciéon

Validacion y Verificacion de un método analitico son dos procesos que se
utilizan para evaluar las caracteristicas de desempefio de un método analitico
especifico. Sin embargo, existe una diferencia entre una validacion y una

verificacion de un método analitico.

La validacion de un procedimiento analitico es el proceso que establece,
mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del
procedimiento cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.
En cambio, una verificacion consiste en la evaluacion de las caracteristicas de
desempefio analiticas seleccionadas de una validacion. Segun el apartado
<1226> de la USP 38 "Verificacion de Procedimientos Farmacopéicos’, los
métodos de andlisis oficiales no requieren validarse, sin embargo se deben
verificar de forma documentada que el método funciona correctamente en el
laboratorio bajo las condiciones de uso reales. Una verificacion se requiere

antes de implementar un procedimiento oficial en un laboratorio. ¢
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El objetivo de una verificacién es para determinar si un procedimiento genera
datos relevantes, adecuados y confiables para puede ser utilizado condiciones

bajo condiciones de uso reales en un Laboratorio Farmacéutico.

El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es demostrar que es
apropiado para el uso previsto. En el apartado <1225> de la USP 38 Validacion
de Procedimientos Farmacopéicos establece que una validacién se requiere
cuando: a) el procedimiento analitico se emplea para el analisis de un articulo
no oficial y b) un articulo oficial es analizado utilizando un procedimiento

diferente al establecido por la farmacopea.

Tabla N° 7. Datos requeridos para la Validacion.

Parametro de Desempefio | Categoria Categoria Il Categoria | Catego
analitico | 11 ria IV
Prueba Prueba
limite limite
cuantitativa | cualitativa
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad/Selectividad Si Si Si * Si
Limite de Deteccion No No Si * No
Limite de cuantificacion No Si No * No
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.

3.7.1 Proceso de Verificacion

El proceso de verificacion de procedimientos de prueba farmacopéicos es la
evaluacion que sirve para determinar si el procedimiento puede ser utilizado
para su propoésito previsto, en las condiciones de uso reales para un farmaco

especifico y/o matriz de un producto farmacéutico determinado.
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Los analistas deben contar con la experiencia, conocimientos y capacitacion
adecuada para entender y estar en condiciones de llevar a cabo los
procedimientos farmacopéicos tal y como han sido escritos. Se debe realizar la
verificacion de manera que los resultados proporcionen suficiente confianza de

gue el procedimiento farmacopéico sera llevado a cabo con la aptitud requerida.

®)

3.7.2 Requisitos para una verificacion

Para verificar la aptitud de un procedimiento analitico en las condiciones reales
de uso no se requiere la revalidacion completa del método farmacopéico, sin
embargo, para el proceso de verificacion se pueden usar algunas de las
caracteristicas de desempefo analitico que se emplean para una validacion. Se
deben evaluar las caracteristicas que se consideran adecuadas para la
verificacion del procedimiento especifico. El grado y el tiempo que se emplee
para llevar a cabo el proceso de verificacion depende de:

1. Nivel de formacion y experiencia del analista.

2. Del tipo de procedimiento y los equipos o instrumentos asociados.
3. Pasos en especificos del procedimiento.
4

. Tipo del producto farmacéutico en analisis.

La verificacion debe evaluar si el procedimiento farmacopéico es apto para el
farmaco o matriz del producto farmacéutico. También debe evaluar diversos
elementos como el efecto de la matriz sobre la recuperacién de impurezas y
farmacos, la aptitud de las columnas y condiciones cromatografias, la adecuada
respuesta de la sefal del detector, entre otros. Por ejemplo, la evaluacién de
especificidad es un parametro clave en la verificacion de que un procedimiento
farmacopéico es apto para ser usado en la valoracion de farmacos y productos

farmacéuticos. También la evaluacién del limite de deteccion o cuantificacién y
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precision de procedimiento para impurezas pueden ser muy Utiles para

demostrar la aptitud del procedimiento farmacopéico en las condiciones de uso

reales.

Tabla N° 8. Parametros de Desempefio que se evallan en una Verificacion.

Parametro de Desempefio | Categoria Categoria Il Categoria | Categoria

analitico I 1] v
Prueba Prueba
limite limite
cuantitativa | cualitativa

Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad/Selectividad Si Si Si * Si
Limite de Deteccion No No Si * No
Limite de cuantificacion No Si No * No

En la verificacion de un método se evaltan algunos parametros de una
validacion ya que el método a evaluar es farmacopéico y no se requiere repetir
todo el proceso de validacion, sino solo demostrar que es adecuado para su

uso previsto. Una verificacion no es una validacion completa.

3.7.3 Los parametros de desempefio analitico que se consideran en una

validacion son. (5)(11)(14)(17)

3.7.3.1 Precision del sistema

Este parametro se determina preparando por sextuplicado soluciones a la
concentracion del analito que represente la concentracion de la solucion de
referencia utilizada. Posteriormente, se calcula el coeficiente de variacion de las
seis inyecciones, y éste no debe de ser mayor de 2.0% para sistemas

cromatografico. (1.0

3.7.3.2 Adecuabilidad del sistema
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Es la verificacion de que el sistema opera con base a criterios que permitan
asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico. ¢

La adecuabilidad del sistema se determina inyectando por quintuplicado la
solucion de adecuabilidad. ElI Coeficiente de variacion debe de ser menos o
igual a 2.0%. (CV=2.0%). @11)@0)

3.7.3.3 Exactitud

Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante el
método analitico y el valor verdadero. La exactitud se calcula como el
porcentaje de recuperacion o recobro de la cantidad valorada con respecto a la
cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, o como la diferencia entre la
media de la valoracion y el valor verdadero aceptado, considerando los

intervalos de confianza. (114

Especificacion: el Intervalo de Confianza IC (u) debe incluir el 100% o que el
promedio aritmético del porcentaje de recobro incluya en el intervalo de 98%-

102%. El coeficiente de variacion CVs 2.0%. (110

Media aritmética

n= ndmero de mediciones

Xy

n

'I"J'

-

Desviacién estandar

— |E':X[—}_‘::'1
‘\Il n—1
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Doénde:
Xi = valor individual

X= promedio n= ndmero de mediciones

Coeficiente de variacion

g
CV==-x100
¥

Dénde:
S=varianza Y= promedio de los datos

Intervalo de confianza

_ s
IC(w) =¥ * tggrgn1—
Vn

Dénde:

Y= promedio

S= desviacion estandar
n= namero de mediciones

t= valor de la tabla t-student
3.7.3.4 Precision del método

Es la cercania o grado de concordancia entre los resultados de las pruebas
individuales cuando se aplica el método repetidamente a multiples muestreos
de una muestra homogénea. La precision de un procedimiento analitico se
expresa como la desviacién estandar (S), varianza (S?) o Coeficiente de
Variacion (CV), desviacidon estandar relativa (RSD) de una serie de mediciones.

También se relaciona con la dispersion de las medidas alrededor de su valor
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medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos

individuales cuando el método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de

una muestra homogénea. (11)(14)(17)

Existen tres niveles de la precision:

1.

Repetibilidad: se refiere a la utilizacion del procedimiento analitico en un
laboratorio durante un periodo corto por el mismo analista con el mismo
equipo. Es la concordancia obtenida entre determinaciones independientes
realizadas por un solo analista, usando los mismos instrumentos y metodo.

Precision intermedia: expresa la variacion dentro de un laboratorio,

empleando diferente dia, analista y equipo.

. Reproducibilidad: se refiere a la concordancia entre determinaciones

independientes realizadas por diferentes laboratorios.

Especificacion: el coeficiente de variacion debe de ser CV< 2 % para métodos

Cromatografico. (1120

Media aritmética

¥

zy

n

Desviaciéon estandar

|Z(¥; —X)?
1‘| n—1

Coeficiente de variacion

5
CV=—-x100

y
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3.7.3.5 Linealidad del sistema

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener
resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por
medio de una transformacién matematica bien definida, a la concentracién de
analito en muestras en un intervalo dado. También se refiere a la relacion entre
la concentracion y la medida de valoracion.

El intervalo de es la amplitud entre las concentraciones inferior y superior en la
cual se puede determinar el analito con un nivel adecuado de precision,

exactitud y linealidad del método. (1114
Especificacion: by, by y r? = 0.98, el intervalo no incluye el cero. s,

Pendiente

— n(Xxy) — (Zx)(Zy)
* n(Xx?) — (Xx)?

Ordenada al origen

bu _ z ¥y— bi XX
n

Doénde:

b; = pendiente

n= ndmero de mediciones

Coeficiente de determinacién

m(Zxy) — (E0)EZw)]?
[n(Zx) — (2] [n(Zy*) - (E»)?]

-
&

I" =




Intervalo de confianza para la pendiente

IC(By) =by * ty575.0—25m1

I
n

e 2
5. = Xy —byXxy—by Xy
y"llx ‘b.ql n—E

Donde:

b;= pendiente

bo=ordenada al origen

Sp1= desviacion de la pendiente

S y/x = desviacion de y sobre x

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

Lx

n

w =

fc(ﬁuj = by to.975.m—22 B0

| .

1 @

R I EL
\ n

Coeficiente de variacion de regresiéon

Sy,
CVy, =-—2*x 100 — Ly
X

¥ n

=l
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3.7.3.6 Especificidad o Selectividad

Es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de
aquellos componentes cuya presencia resulta prevesible, tales como
impurezas, productos de degradacion y componentes de la matriz como lo son
los excipientes y vehiculo de un producto farmacéutico.

La demostracién de la especificidad requiere de evidencia de que el método no

resulta afectado por la presencia de impurezas o excipientes. 147

Especificacion: la respuesta del método uUnicamente debe ser debida al

analito. No debe de haber interferencia significativa de los excipientes. (112014

3.7.3.7 Limite de Deteccidn

Es una caracteristica de las pruebas de limite. Es la cantidad minima de analito
que puede detectarse en una muestra, aunque no necesariamente
cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. Las pruebas de
limite comprueban que la cantidad de analito se encuentra por encima o por
debajo de un nivel determinado. El limite de deteccion se expresa
habitualmente como concentracion de analito en la muestra.

Para procedimientos instrumentales y procedimientos no instrumentales, el
limite de deteccion, se determina mediante el andlisis de muestras con
concentraciones conocidas de analito, estableciendo el nivel minimo del analito

gue puede detectarse confiablemente. 1120

Este pardmetro consiste en comparar las sefiales medidas a partir de las
muestras con bajas concentraciones conocidas de analito con las muestras

blancos. Las relaciones sefial-ruido habitualmente aceptables son de 2:1 o0 3:1
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3.7.3.8 Limite de Cuantificacion

Es la concentracibn minima del analito en una muestra, que debe de ser
determinada con precisibn y exactitud aceptables, bajo condiciones de
operacion establecidas. Es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas
de compuestos que se encuentran en baja concentracion en la matriz de una
muestra, tales como: impurezas en farmacos a granel y productos de

degradacion en productos farmacéuticos terminados. (a1

Para procedimientos instrumentales y procedimientos no instrumentales, el
l[imite de deteccion, se determina mediante el andlisis de muestras con
concentraciones conocidas de analito, estableciendo el nivel minimo del analito

gue puede detectarse con exactitud y precision aceptables.

Este parametro consiste en comparar las sefiales medidas a partir de las
muestras con bajas concentraciones conocidas de analito con las muestras

blancos. Las relaciones sefal-ruido habitualmente aceptable es de 10:1 (5.0

3.7.3.9 Robustez

Es la capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse
variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros normales de
operacion del método. También, investiga las influencias de pequefios cambios
en las condiciones analiticas sobre la fiabilidad del método, localizando los
factores que originan fluctuaciones menores y los que necesitan una mayor

atencion. (suy

Especificacion: [di| <2 %
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Media aritmética de la condicién de operacion

E}’D

¥o =
Ny

Media aritmética de andlisis de cada condicion de operacion diferente a la
condicion normal.

= E—Fl
¥i n,

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicidon respecto de

la media aritmética de la condicion normal.

d; = |!r’1 _!r’c-l

Doénde:
Y1 = media de la condicion normal

Yo= media de la condicion evaluada

3.8 Clasificacion de los métodos analiticos

Existen cuatro categorias de las pruebas analiticas USP, para las cuales se

exigen datos de validacion (Ver tabla N°7). a1

Categoria | — procedimientos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos
(incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos terminados. Su objetivo
es medir el analito presente en una muestra dada. Se enfoca en la

determinacién de los componentes principales de un medicamento.
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Categoria Il — procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos
terminados. Estos procedimientos incluyen andlisis cuantitativos y pruebas de
limite que estan orientados a reflejar con exactitud las caracteristicas de pureza

en la muestra.

Categoria Ill — procedimientos analiticos para la determinacion de las

caracteristicas de desempefio por ejemplo, Disolucion.

Categoria IV — pruebas de identificacion. Su objetivo es asegurar la identidad
de un analito en una muestra. Se obtienen por comparacion de una propiedad

de la muestra respecto a un estandar de referencia.

3.9 Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC)

Es una técnica muy conocida por basarse en la cuantificacion, identificacion y
separacion de los componentes de una mezcla mediante una fase movil liquida
y una fase estacionaria solida.

La separacion por cromatografia es el resultado de las interacciones
especificas entre las moléculas de la muestra en ambas fases, a diferencia de
otras técnicas de separacion, la cromatografia HPLC no esta limitada por la
volatilidad o estabilidad térmica de la muestra, por lo cual es capaz de separar
macromoléculas y especies ionicas, productos naturales labiles, materiales
poliméricos. Asi también puede ser usado para fines médicos, por ejemplo, para

la deteccion de vitamina en sangre, drogas en orina, entre otros. @

La cromatografia HPLC se distingue de la tradicional debido a que las
presiones con las que se trabajan son mayores ya que la tradicional se basa en

la fuerza de la gravedad para poder pasar la fase moévil a través de la columna,
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en cambio HPLC se basa en bombas para pasar un liquido a alta presién y una
mezcla de muestra a través de una columna rellena con un sorbente dando asi
lugar a la separacion de los componentes de la muestra. Los componentes de
la muestra se separan unos de otros dependiendo el grado de interaccién que
exista con las particulas del sorbente que cominmente suele ser silice. El
liquido a presion es tipicamente una mezcla de disolventes los mas comunes a

utilizar son agua, metanol y acetonitrilo.
La instrumentacion del equipo HPLC se compone de la siguiente manera: (i,

Reservorio: son aquellos recipientes los cuales contienen la fase movil, son
inertes y comdanmente suelen ser de vidrio y de tubos de teflon para poder
eliminar todo tipo de gases disueltos o particulas que pudiera tener la fase
movil. Contienen filtros de metal poroso para la retencion de particulas de un

tamano mayor a 10 pm.

Previo al bombeo del disolvente se realiza un tratamiento de desgasificacion o
ultrasonicacién o burbujeo con gas inerte de la fase movil.

Caracteristicas de los disolventes usados en fase movil son:

1. Disolvente de alta pureza, grado HPLC

2. Capaz de disolver el analito

3. Debe tener una baja viscosidad
4

No debe reaccionar con la columna

Bomba: es la que se encarga de impulsar a la fase movil dentro del sistema de
elucion en sistema HPLC, dentro de estas pueden ocurrir dos tipos de elucion
las cuales son:

- Elucién Socratica: es aquella separacién que se lleva a cabo mediante un

solvente de composicién constante.
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Elucién por gradiente: es aquella en la cual se utilizan dos o tres solventes
de distinta polaridad en la cual su composicién varia de forma continua o

mediante etapas escalonadas.

El sistema de bombeo es de vital importancia pues se encarga de conseguir y

regular la presién asi también la velocidad de flujo de la fase mdvil. Un sistema

de bombeo debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

1.

2
3.
4

Estar construido con materiales quimicamente inertes frente a la fase mévil
Ser capaz de trabajar a presiones elevadas

Proporcionar un flujo libre de pulsaciones

Suministrar flujos adecuados para la separacion en un rango de 0.1 — 10

ml/min.

Inyector: es aquella parte que permite introducir la muestra al sistema, estas

valvulas dosificadoras permiten la aplicacion de la muestra en volumenes desde
5a 500 pL.

Un inyector ideal debe tener las siguientes caracteristicas:

1.

2
3.
4

Introducir la muestra en la columna con una banda lo mas estrecha posible
Ser de facil manejo
Dar resultados reproducibles

Ser capaz de trabajar en diferentes rangos de presion

Existen dos tipos de valvulas:

1.

Inyectores de jeringa: la introduccién de la muestra se realiza mediante una
jeringa en la cual la aguja es la que entra en el sistema cromatografico, la
ventaja radica en la factibilidad de construccion por el contrario sus
desventajas dificultad de manejo y precision de trabajo baja.

Inyectores de valvula: esta consiste en una valvula de seis

aproximadamente las cuales estan conectadas por medio de una espira. La
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introduccion de la muestra se lleva a cabo de la siguiente manera: se carga
la muestra mediante al espira con ayuda de una jeringa dando asi un giro la

valvula lo cual ayuda a que el diluyente pase hacia la columna.

Columna: Conocido principalmente como sistema de andlisis. La columna es
parte fundamental de un cromatografo de liquidos ya que en ella se realiza el
proceso de separacion, asi también es la que contiene la fase estacionaria. Por
lo tanto, al momento de analizar se debe tener una correcta eleccion de la
columna de lo contrario no se obtendran resultados favorables.

Las columnas con mas influencia en analisis son las de relleno las cuales son
de tubo de acero que dentro de este contienen un relleno, columnas de
pequefio diametro. Actualmente en las columnas de silice se encuentra fundida
la fase estacionaria la cual se encuentra ligada quimicamente en las paredes

del tubo de la columna.

Las columnas analiticas en su mayoria son de la siguiente manera:
1. Material acero inoxidable

2. De 10 a 30cm de longitud

3. De 4 a 10mm de diametro interno

4

De 1 a 10 um tamafio de particula

Asi también existen las precolumnas las cuales deben contener la misma fase
estacionaria que el empaque de la columna su funcién principal es impedir la
entrada de toda particula contaminante prolongando asi la vida media de la

columna, colocandose asi en la direccién del flujo en la columna.

Detector: traductor el cual su funcién principal es registrar el paso de
componentes de una muestra por orden de elucién siendo asi la deteccidn

continua.
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Las caracteristicas principales de un detector son las siguientes:
Sensibilidad adecuada

Buena estabilidad y reproducibilidad

Respuesta lineal extendida varias 6rdenes de magnitud
Tiempo de respuesta corto

Manejo sencillo

o0k~ bR

Respuesta selectiva a algunos analitos

3.10 Protocolo de Validacion o Verificacion

Un protocolo de validacion o verificacion es un documento que describe
pruebas especificas para demostrar que un proceso da resultados que cumplen

con los criterios preestablecidos de manera consistente. (1)

Un protocolo debe de contener al menos las partes siguientes:

a) Objetivo- se coloca la finalidad de la validacidn/verificacion del método y
propuestas de fechas de inicio y final.

b) Alcance

c) Responsables- analistas involucrados

d) Parametros a estudiar- se coloca los pardmetros de desempefio a estudiar
los cuales se seleccionan en funcion de las caracteristicas de la muestra, tipo
de método analitico y rango de concentracion del Analito.

e) Muestras- se define el tipo de muestra, identificacion, preservacion (si
aplica), tratamiento previo, almacenamiento previo al analisis (si aplica),
disposicion final.

f) Equipos involucrados- seran identificados los equipos implicados en el

proceso de validacién/verificacion (pHmetros, balanzas, cromatdgrafos, etc),
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y documentar que estdn convenientemente calificados y calibrados,

referenciando estos datos en el informe de validacién/verificacion.

g) Descripcion del método analitico- debera describirse el método tal cual sera
puesto en el uso rutinario, detallando todos los elementos y haciendo énfasis
en puntos criticos de la metodologia, condiciones instrumentales y ndamero
de repeticiones, verificacion de idoneidad de las condiciones operatorias
definidas, férmulas para el calculo de resultados y su tratamiento estadistico
si es necesario, bibliografia y referencias.

- Reactivos

- Estandares

- Materiales

- Instrumentacion

- Condiciones ambientales

- Medidas de seguridad para el uso de reactivos
- Preparacion de reactivos

- Preparacion de estandares

- Preparacion de la muestra

- Procedimiento

Céalculos

h) Procedimiento para la determinacion de los parametros a evaluar- se
realizard una tabla que permita visualizar los parametros de desemperio,
como se hara la determinacion de cada parametro de desempefio y que se

reportara para la evaluacion final.

i) Bibliografia

j) Anexos



CAPITULO IV
4.0 DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio:

Prospectivo: Los resultados obtenidos en el presente trabajo pueden servir de

referencia para futuras investigaciones y analisis posteriores que

se realicen en el Laboratorio Farmacéutico Nacional.

Bibliografico: Se realizo teniendo como base la informacion recopilada de

normativas, libros oficiales e inclusive referencia bibliografica de
investigaciones anteriores para que a su vez pueda aplicarse a

futuros analisis.

Experimental: La verificacion del método farmacopéico para la determinacion

del compuesto relacionado “A” de Gabapentina capsula se llevd
a cabo en un Laboratorio Farmacéutico Nacional de El

Salvador.

4.2 Investigacion bibliografica:

Durante la investigacion se realiz6 una busqueda de informacion en libros y

trabajos de investigaciones previas relacionadas con validacion y verificacion

de métodos analiticos para la Gabapentina y Compuestos Relacionados. La

busqueda se realizé en las siguientes bibliotecas:

Central de la Universidad de El Salvador.

Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

Universidad Salvadorefia Alberto Masferer.

Internet.
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4.3 Investigacién de campo

Universo: Todas las capsulas de Gabapentina de 300 mg fabricadas en el pais.

Muestra: 40 capsulas de Gabapentina de 300 mg de cada lote (de 3 lotes

diferentes) fabricados en un Laboratorio Farmacéutico Nacional.

Tipo de muestreo: Puntual y dirigido debido a que fueron seleccionadas las

unidades segun el criterio de los investigadores, por ejemplo, que las 40

capsulas de Gabapentina seleccionadas fueran del mismo lote, fabricadas en el

Laboratorio Nacional Farmaceéutico y almacenadas bajo 6ptimas condiciones,

siendo estas unidades representativas.

4.4 Parte Experimental

Se realizd previamente la prueba de ensayo 6 contenido quimico, de
Gabapentina capsula usando el contenido neto de 20 capsulas, la cual
consistio en determinar la cantidad promedio del activo de Gabapentina que

contenian las capsulas de los 3 lotes que rotulaban 300 mg de Gabapentina.

Como segundo paso, se elabord un protocolo de verificacion el cual contiene
los pardmetros de desempefio a evaluar, reactivos, cristaleria,
procedimientos Yy equipos a utilizar para la verificacion del método (ver
Anexo N° 4).

Se evaluaron los parametros de desempefio de exactitud, precision del
método, precision intermedia, especificidad y limite de cuantificacion para la
cuantificacion del Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina capsula y se

utilizaron los resultados obtenidos en la prueba de ensayo para la
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determinacién del porcentaje del compuesto relacionado “A” de Gabapentina

presente en las cdpsulas de Gabapentina.

- Posteriormente, los resultados obtenidos en cada parametro evaluado se
compararon con los criterios de aceptacion establecidos por la Organizacion
Salvadorefia de Acreditacion (OSA) y asi se determinéd si el método es el
indicado y confiable. Ademas, se indica si las capsulas de Gabapentina
cumplen con el criterio de aceptaciéon para el Compuesto Relacionado “A” de

Gabapentina segun la USP 38.

- Finalmente, se elaboré un Informe de Verificacion para la determinacion del
compuesto relacionado “A” de Gabapentina que contiene evidencia
documentada y los resultados obtenidos que demostraron que el proceso de
verificacion cumple con los criterios de aceptacion establecidos por la
Organizacion Salvadoreiia de Acreditacion (OSA) y que el método es valido

para ser usado en futuros analisis (ver Anexo N° 7).

4.4.1 Método de analisis

La prueba de ensayo (contenido quimico) de la Gabapentina capsula, consistio
en determinar la cantidad promedio del principio activo (Gabapentina) que
contenian las capsulas que rotulaban 300 mg de Gabapentina. Para ello, se
utilizé el contenido neto de 20 capsulas por cada lote. Se emple6 el método ya

verificado para la valoracion del activo de Gabapentina.

Posteriormente, el resultado obtenido en la prueba de ensayo fue necesario
para realizar el calculo del porcentaje de Compuesto Relacionado “A” de
Gabapentina presente en la cantidad promedio de Gabapentina por capsula

determinada en la prueba de ensayo.
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Monografia de Gabapentina, Capsulas segun Farmacopea de los Estados

Unidos (USP 38). Version en espafiol (ver Anexo N° 1)

A continuacion se presentan las partes de las pruebas de interés que se

encuentran en la monografia empleadas en la investigacion.

DEFINICION
Las capsulas de Gabapentina contienen no menos de 90.0% y no mas de
110.0% de la cantidad declarada de Gabapentina (CoH17NO>).

VALORACION

Procedimiento

Diluyente: 1.2 g/L de fosfato monobéasico de potasio en agua. Ajustar con

hidroxido de potasio 5 N a un pH de 6.9.

Fase Movil: disolver 1.2 g de fosfato monobasico de potasio en 940 mL de
agua. Ajustar con Hidréxido de potasio 5N a un pH de 6.9. Agregar 60 mL de

Acetonitrilo y mezclar.

Solucién estandar: 4.0 mg/mL de ER Gabapentina USP en diluyente.

Solucién muestra: se prepararon 3 soluciones muestras por lote con una
concentracion final de 4.0 mg/mL de Gabapentina, a partir del contenido de no
menos de 20 capsulas, equivalente a 100 mg de Gabapentina, en diluyente.

Someter a ultrasonido durante 60 segundos si fuese necesario.

Sistema Cromatogréfico:
Modo: HPLC
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Detector: UV 210 nm

Columna: 4.6mm x 25 cm; relleno L7 de 5 um
Velocidad de flujo: 1.2 mL/ min

Volumen de inyeccion: 50 pL

Factor de asimetria: no mas de 2.0

Desviacion estandar relativa: no méas de 2.0 %

Muestras: dos soluciones estandar de Gabapentina y tres soluciones muestra
de capsula de Gabapentina. Calcular el porcentaje de la cantidad declarada de

Gabapentina en la porcion de capsula tomada:

Resultado = (ry/rs) X (Cs/Cy) x 100
En donde:
r, = respuesta del pico de la solucion muestra
rs = respuesta del pico de la solucién estandar
Cs = concentracion de ER Gabapentina USP en la solucién estandar (mg/mL)

C. = concentracion nominal de Gabapentina en la solucibn muestra (mg/mL)

Criterios de aceptacion: 90.0%- 110.0%

IMPUREZAS

Impurezas Orgéanicas

Diluyente: preparar segun lo indica en la valoracion

Solucién A: disolver 1.2 g de fosfato monobéasico de potasio en 940 mL de
agua. Ajustar con Hidréxido de potasio 5 N a un pH de 6.9. Agregar 60 mL de
Acetonitrilo y mezclar.

Solucién B: disolver 1.2 g de fosfato monobéasico de potasio en 700 mL de
agua. Ajustar con Hidréxido de potasio 5 N a un pH de 6.9. Agregar 300 mL de

Acetonitrilo y mezclar.
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Fase Movil: ver Tabla N° 9

Tabla N° 9. Fase mévil en gradiente para el andlisis del Compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina.

Tiempo (min) Soluciéon A (%) Solucién B (%)
0.0 100 0
4.0 100 0
45.0 0 100
45.1 100 0
50.0 100 0

Solucién estandar: 0.04 mg/mL de ER Gabapentina USP y de ER Compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina USP en diluyente.

Solucién muestra: nominalmente 20 mg/mL de Gabapentina, a partir del
contenido de no menos de 20 capsulas, equivalente a 500 mg de Gabapentina,
en diluyente. Si fuera necesario, someter a ultrasonido durante

aproximadamente 30 segundos.

Sistema Cromatogréafico:

Modo: HPLC

Detector: UV 210 nm

Columna: 4.6mm x 25 cm; relleno L7 de 5 um
Velocidad de flujo: 1.5 mL/ min

Volumen de inyeccion: 50 pL

Aptitud del sistema

Muestra: solucion estandar

Requisitos de aptitud

Factor de asimetria: no méas del 2.0 para el pico de Gabapentina.

Desviacion estandar relativa: no mas de 5.0% para Gabapentina y compuesto

relacionado A de Gabapentina.
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Muestras: soluciones estandar y soluciones muestra. Calcular el porcentaje de

compuesto relacionado “A” de Gabapentina en la porcién de capsulas tomada:

Resultado = (ry/rs) x (Cs/Cy) x 100

En donde:

r, = respuesta del pico de compuesto relacionado “A” de Gabapentina de la
Solucién muestra.

rs = respuesta del pico de compuesto relacionado “A” de Gabapentina de la
Solucion estandar.

Cs = concentracion de ER Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina USP
en la solucion estandar (mg/mL).

Cu = concentracion nominal de Gabapentina en la solucibn muestra (mg/mL)

Criterios de aceptacion:
Compuesto relacionado “A” de Gabapentina: No mas de 0.4%
Cualquier Impureza individual no especificada: No mas del 0.1%

Impurezas totales: No mas del 1%.

Requisitos Adicionales

Envasado y Almacenamiento: conservar en envase bien cerrados. Almacenar

a temperatura ambiente controlado.

Cristaleria, materiales, equipos y reactivos utilizados para la prueba de

ensayo de Gabapentina capsula.

Cristaleria:
- Balones volumétricos de 25.0 mL

- Balones volumétricos de 10.0 mL
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- Beakers de 1000 mL

- Beakers de 250 mL

- Kit de filtracién al vacio
- Probeta de 1000 mL

Materiales:
- Vialesde 1.5 mL
- Columna 4.6 mm x 25 cm; relleno L7 de 5 pm

Reactivos:

- Acetonitrilo grado HPLC

- Agua grado HPLC

- Fosfato monobasico de potasio grado ACS (KH,POy)

- Hidréxido de potasio grado ACS (KOH)

- Solucion amortiguadora de fosfato de potasio pH 6.9 (KH2PO,)
- Solucion de Hidréxido de potasio 5N (KOH 5N)

Equipos:

- Balanza analitica

- Cromatografo Liquido de Alta Presion (HPLC)

- pHmetro

Marcha analitica para la prueba de ensayo de Gabapentina capsula.

Preparacion de diluyente y solucion reactivo de KOH 5N (ver Anexo N°3)

Diluyente: solucién amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, ajustado
a pH de 6.9 con KOH 5N.



67

Se prepararon dos soluciones estandar de Gabapentina con una concentracién

final de 4.0 mg/mL de la siguiente manera:

Se pesaron 40.0 mg de estandar de Gabapentina con pureza del 100% y
se colocarén en un balén volumétrico de 10.0 mL.
Se agregd 5 mL de diluyente y se ultrasonificd por 5 minutos.

Luego, se aforo con el mismo diluyente y se homogenizo.

Se prepararon tres soluciones muestra con una concentracion final de 4.0

mg/mL de la siguiente manera:

1.

Partiendo del contenido neto promedio de 20 capsulas, se peso el
equivalente a 100 mg de Gabapentina y se coloco en un balén volumétrico
de 25.0 mL.

Se agreg6 15.0 mL de diluyente y ultrasonific por 15 minutos.

Se llevo a volumen con el mismo diluyente y se homogenizé.

NOTA: Para célculos de concentracién de muestra (ver Anexo N° 6).

Cristaleria, materiales, equipos y reactivos que se utilizaron para la

verificacion del método analitico para la determinacion del Compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Cristaleria:

Balones volumétricos de 100.0 mL
Balones volumétricos de 25.0 mL
Balones volumétricos de 20.0 mL
Balones volumétricos de10.0 mL
Beaker de 1000 mL

Beaker de 250 mL

Beaker de 100 mL



Kit de filtracion al vacio
Pipeta volumétrica de 4.0 mL
Pipeta volumétrica de 2.0 mL
Pipeta volumétrica de 1.0 mL
Pipeta de Mohr de 10 mL
Probeta de 1000 mL

Probeta de 100 mL

Materiales:

Columna 4.6 mm x 25 cm; relleno L7 de 5 pm
Viales de 1.5 mL

Reactivos:

Acetonitrilo grado HPLC

Agua grado HPLC

Fosfato monobasico de potasio grado ACS (KH,PO,)
Hidréxido de potasio grado ACS (KOH)

Solucion amortiguadora de fosfato de potasio pH 6.9 (KH2PO,)
Solucion de Hidroxido de potasio 5N (KOH 5N)

Equipos:

Balanza analitica
Cromatoégrafo Liquido de Alta Presion (HPLC)

pHmMetro

68
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4.5 Pardmetros de desempefio evaluados para la verificacion del método
farmacopéico de determinacién del Compuesto Relacionado “A” de

Gabapentina capsula.

En la verificacion del método para determinar el compuesto relacionado “A” de
Gabapentina cdpsula no se evaluaron todos los pardmetros que se requieren en
una validacion debido a que el método que se empled es farmacopéico, y por
lo tanto ya esté validado. Los parametros evaluados son aquellos que menciona

el apartado <1226> “Verificacion de métodos farmacopéicos”.

4.5.1 Exactitud

Es la proximidad entre los resultados obtenidos por el método empleado y el
valor real. Representa el grado en que el método analitico se ajusta al valor

verdadero para todo proposito practico. iz

La exactitud o recobro se realizo preparando muestras de placebos a los cuales
se le afadieron pequefas cantidades de estandar de Gabapentina y estandar
de compuesto relacionado “A” de Gabapentina, ambos a una pureza del 100%
a niveles de 80%, 100% y 120% que se evaluarian. Posteriormente se aplico el
método analitico para el recobro del compuesto relacionado “A” de
Gabapentina. Se calculé la exactitud como el porcentaje de Compuesto
Relacionado “A” de Gabapentina recuperado. Los mg del compuesto
relacionado “A” de Gabapentina obtenidos se compararon con la cantidad

afiadida de éste afadida al placebo.

Procedimiento:
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1. Se prepararon 3 soluciones estdndar de Gabapentina y estandar del

Compuesto Relacionado “A” al 100% de concentracién de 0.04 mg/ mL.

2. Se prepararon por triplicado las siguientes soluciones muestra, donde se
tomaron en cuenta la concentracibn en el producto terminado de

Gabapentina capsula.

Placebo + materia prima de Gabapentina al 80% + materia prima de Compuesto
Relacionado “A” de Gabapentina (CRA) al 80%

(placebo + 400 mg de materia prima de Gabapentina + 0.32 mg de materia
prima de CRA)

Placebo + materia prima de Gabapentina al 100% + materia prima de
Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina (CRA) al 100%

(placebo + 500 mg materia prima de Gabapentina+ 0.40 mg materia prima de
CRA)

Placebo + materia prima de Gabapentina al 120% + materia prima de
Compuesto Relacionados “A” de Gabapentina (CRA) al 120%

(Placebo + 600 mg materia prima de Gabapentina + 0.48 mg materia prima de
CRA).

3. Se realizé la determinacion de cada solucion, de acuerdo a la siguiente
secuencia: estandar 1 de Gabapentina y Compuesto relacionado “A”,
muestra 1 al 80%, muestra 1 al 100%, muestra 1 al 120% y asi
subsecuentemente hasta terminar con el triplicado de cada solucion. (ver
Anexo N° 5)

4. Calculos: se realizaron los calculos para el compuesto relacionado “A” de

Gabapentina para cada serie de muestras con referencia a su estandar
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respectivo. Se comparo el valor real obtenido con el valor teérico que se
esperaba. Se calcul6é el coeficiente de determinacion (r) y coeficiente de
variacion (CV), utilizando las formulas presentadas en el Anexo N° 6. La
exactitud se calculé como el porcentaje de recobro de la cantidad conocida
del analito agregado a la matriz, en el cual se tom6 en cuenta el nivel de

porcentaje utilizado.

4.5.2 Precision del Método

Es el grado de concordancia de los resultados de la prueba, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a multiples tomas de una muestra
homogénea. La precision de un procedimiento analitico se expresa como la
desviacion estandar relativa (Coeficiente de variacion) de una serie de
mediciones. La determinacién de esta prueba se realizé con producto terminado

de Gabapentina capsula.

Procedimiento:

1. A partir de 6 soluciones individuales de cada uno del estandar de
Gabapentina y del estandar de compuesto relacionado “A” de Gabapentina,
se hicieron asi también 6 diluciones con una concentracion final de 0.04
mg/mL tanto para la solucion del estandar de Gabapentina como para la

solucion del estandar del compuesto relacionado “A” de gabapentina.

2. Se prepararon 6 soluciones muestras como lo indica la monografia del

producto.

3. Se realiz6 una determinacion de cada solucién alternando estandar y

muestra, comenzando con un estandar, hasta terminar la serie.
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4. Se calculé la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion (CV)

empleando las férmulas presentadas en el Anexo N° 6.

4 .5.3 Precision Intermedia

También conocida como Tolerancia o Fortaleza, expresa la variacion de
resultados en un laboratorio en: diferentes dias, con diferente analista y

diferente equipo en el mismo laboratorio.

Procedimiento:

1. Se prepararon 6 soluciones de estandar de Gabapentina y estandar del
Compuesto Relacionado “A” al 100% de la concentracion teorica (0.04 mg/
mL).

2. Se prepararon 6 soluciones muestras como lo indica la monografia de

Gabapentina, capsula con una concentracion final de 4.0 mg/mL.

3. Se realiz6 una determinacion de cada solucion alternando estandar y

muestra, comenzando con un estandar, hasta terminar la serie.

4. Esta prueba se realiz6 con un segundo analista, utilizando como muestra el
mismo lote de producto terminado, en dia diferente y usando un equipo

diferente.

Nota: Para calculos, se utilizaron las férmulas de la precisién del método (ver
Anexo N° 6)
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4.5.4 Especificidad

Es una medida del grado (o ausencia) de interferencia de sustancias debidas a
la matriz o placebo y al solvente con respecto al analito de interés. Puede
establecerse mediante la adicion del farmaco o producto farmacéutico de una

cantidad conocida de impurezas en concentraciones adecuadas.

Procedimiento:

1. Se prepararon 2 soluciones estandar de Gabapentina y estandar del
Compuesto Relacionado “A” al 100% de la concentracion tedrica (0.04 mg/
mL).

2. Se prepararon 2 soluciones muestras segun lo indica la monografia del

producto.

3. Se prepararon dos soluciones de placebo igual que las muestras.

4. Se evalué con la ayuda de los cromatogramas respectivos si existia
interferencia debida al placebo o matriz del producto de Gabapentina

capsula de acuerdo a las condiciones establecidas en el método de analisis.

455 Limite de Cuantificaciéon

El limite de cuantificacion es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas
de compuestos que se encuentran en baja concentracion en la matriz de una
muestra, tales como: impurezas a granel y productos de degradacion en

productos farmacéuticos terminados.
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Es la minima cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con
precision y exactitud aceptables en las condiciones experimentales indicadas.

Este pardmetro es para pruebas cuantitativas de bajos niveles de compuestos
en matrices de muestras, y es usado para la determinacion de impurezas o

productos de degradacion

Procedimiento:

1. Se prepararon 5 viales de solucion blanco (diluyente: solucion fosfato de

potasio pH 6.9).

2. Para las soluciones muestras se seleccionaron 5 niveles de concentracion

gue estén dentro del intervalo de 0.1%-10%

3. Partiendo de la solucion estandar del compuesto relacionado “A” al 100%,
se tomaron alicuotas para preparar las soluciones muestras al 0.1%, 2%,
5%, 8% y 10%.

4. Se determind cada solucién empezando con un blanco y luego un muestra

en el cual se evaluo el nivel minimo de analito cuantificado confiablemente.

5. Para el calculo, se tomé el promedio de la sefial- ruido de los blancos y se

multiplico por 10. La sefial- ruido aceptable es de 10:1 (10 veces el ruido).

Al finalizar la evaluacién de cada uno de los parametros, se elaboré un Informe
de verificacion del método analitico (ver Anexo N° 7) en el cual se detalla los

resultados obtenidos y el dictamen final del método empleado.



CAPITULO V
5.0 RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS

Previo a la realizacién del cumplimiento de los objetivos de esta investigacion,
se realiz6 el ensayo para el principio activo de Gabapentina a los 3 lotes que se
evaluaron para conocer en promedio la cantidad de Gabapentina que contenian
las capsulas que rotulan 300 mg de Gabapentina empleando el método
analitico validado para contenido quimico. Partiendo del resultado obtenido; se
procedi6 a evaluar los parametros de desempefio para la verificacion del
meétodo farmacopéico para la determinacién del Compuesto Relacionado “A” de

Gabapentina capsula.

Ejemplo de calculo para la prueba de ensayo del activo de Gabapentina en

Gabapentina capsula de 300 mg.

Factor de respuesta estandar (FRst):

Concentracion de solucion estandar (Cst) = 4.0 mg/ mL
FRst = Cst / area de estandar

FRst=4.0/72.508 = 0.05516633

Cmx (mg/cap.)= (area x FDmx x FRst x Peso neto promedio de 20 cap.)/ peso
muestra

Cmx = (70.197 x 25 x 0.05516633 x 0.40649)/0.13569g

Cmx = 290.15 mg/cép.

Porcentaje sobre lo rotulado (% S/R) = (Cmx x 100)/ rotula
% S/R = (290.15 mg/cép.* 100)/300
% S/R = 29015 / 300
% SIR =96.7 %



5.1 Prueba de ensayo del activo de Gabapentina, Lote 1.

Peso promedio de 20 capsulas llenas: 0.5009 g
Peso promedio de 20 capsulas vacias: 0.09454 g
Contenido neto del promedio de 20 cépsulas: 0.4064 g

Peso de estandar: 40.0 mg

0.4064 g de contenido neto de capsula 300 mg de Gabapentina

X —— 100 mg de Gabapentina

X =0.1355 g de contenido neto de capsula (Peso muestra)

Tabla N° 10. Resultados del ensayo de Gabapentina para el Lote 1
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Ndmero de

Porcentaje sobre

Peso muestra Area mg/Capsula
muestra lo rotulado
1 0.1356 g 70.197 290.15 mg 96.7
2 0.1357 g 70.028 289.24 mg 96.4
3 0.1355¢g 70.100 289.96 mg 96.6
Promedio 289.78 mg 96.6

5.2 Prueba de ensayo del activo de Gabapentina, Lote 2

Peso promedio de 20 capsulas llenas: 0.5015 g
Peso promedio de 20 capsulas vacias: 0.09555 g

Contenido neto del promedio de 20 capsulas: 0.4060 g

0.4060 g de contenido neto de capsula
X

300 mg de Gabapentina

100 mg de Gabapentina

X =0.1353 g de contenido neto de capsula (Peso muestra)
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Tabla N° 11. Resultados del ensayo de Gabapentina para el Lote 2

NUmero de " . Porcentaje sobre
Peso muestra Area mg/Cépsula
muestra lo rotulado
1 0.1352 g 70.185 290.67 mg 96.9
2 0.1353 g 70.170 290.40 mg 96.8
3 0.1354 g 70.105 289.91 mg 96.6
Promedio 290.33 mg 96.8

5.3 Prueba de ensayo del activo de Gabapentina, Lote 3

Peso promedio de 20 capsulas llenas: 0.4990 g
Peso promedio de 20 capsulas vacias: 0.09498 g

Contenido neto del promedio de 20 capsulas: 0.4040 g

0.4040 g de contenido neto de capsula

X

— 300 mg de Gabapentina

100 mg de Gabapentina

X =0.1347 g de contenido neto de capsula (Peso muestra)

Tabla N° 12. Resultados del ensayo de Gabapentina para el Lote 3

Para calculos ver Anexo N° 6

NUmero de < . Porcentaje sobre
Peso muestra Area mg/Capsula
muestra lo rotulado
1 0.1347 g 70.195 290.36 mg 96.8
2 0.1348 g 70.205 290.18 mg 96.7
3 0.1348 g 70.150 289.96 mg 96.6
Promedio 290.17 mg 96.7

Especificacion: No menos del 90.0 % y no mas del 110.0 % de la cantidad

declarada de Gabapentina

Ver Anexo N° 12 Cromatogramas
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5.4 ELABORACION DEL PROTOCOLO DE VERIFICACION

Se elaboré un protocolo para la realizacién del proceso de verificacion del
método analitico para la determinacién del compuesto relacionado “A” de
Gabapentina capsula, el cual consistia de las siguientes partes:

a) Objetivo

b) Alcance

c) Responsables

d) Parametros a estudiar

e) Equipos involucrados

f) Descripcion del método analitico

g) Procedimiento para la determinacion de los parametros a evaluar

h) Bibliografia

El protocolo de verificacion es un documento donde se detalla en resumen
como se debe realizar la verificacion del método analitico para la determinacion
del compuesto relacionado “A” de Gabapentina. Este documento forma parte de

la evidencia documentada en base al cual se elaboro6 el informe final.

Caodigo (PGV 1): Protocolo de verificacion de Gabapentina edicion 1
Revisiéon 0: por ser un documento de edicion 1, no ha tenido revisiones previas

0 actualizaciones.
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

PROTOCOLO DE VERIFICACION DEL METODO ANALITICO PARA
COMPUESTO RELACIONADO “A” EN CAPSULAS DE GABAPENTINA 300 mg

RESPONSABLES:
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SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRO AMERICA
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO A & <2\
RELACIONADO "A" DE GABAPETINA CAPSULA ; b )|

T
300mg \é/

Cdédigo: PVG1 Revision: 0 ldell

A. OBJETIVO

Obtener pruebas documentadas que demuestren que el método analitico de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP 38) para la determinacion del
Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina capsulas produce resultados
confiables y que es adecuado para ser empleado bajo condiciones reales en un
Laboratorio Farmacéutico Nacional.

Asi también, que las capsulas analizar cumplen con la especificacion de la USP
38 para el Compuesto Relacionado. El proceso experimental se realizara en el
mes de julio del 2016.

B. ALCANCE

Determinacion y Cuantificacion del Compuesto Relacionado “A" de
Gabapentina capsulas de 300 mg por Cromatografia Liquida de Alta presion
empleando el método de analisis de la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP 38).

C. RESPONSABLES

Jefe de Laboratorio y Quimicos analista

D. PARAMETROS A ESTUDIAR
Debido a que se trata de la verificacion de un método farmacopéico, se

evaluaran los siguientes parametros:
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cdédigo: PVG1 Revision: 0

- Precision del Método- Es la cercania o grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el método

repetidamente a multiples muestreos de una muestra homogénea.

- Precision Intermedia- Se realiza de la misma manera que la precision del
método. A diferencia que lo realiza un segundo analista, en un dia diferente y

en un equipo diferente dentro del mismo laboratorio.

- Exactitud (Recobro)- Es la proximidad entre los resultados de la prueba

obtenidos mediante el método analitico y el valor verdadero.

- Especificidad- Es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en
presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta prevesible, tales
como impurezas, productos de degradacion y componentes de la matriz como

lo son los excipientes y vehiculo de un producto farmacéutico.

- Limite de Cuantificacion- Es la concentracion minima del analito en una
muestra, que debe de ser determinada con precision y exactitud aceptables,

bajo condiciones de operacion establecidas.

MUESTRAS
Descripcion de muestra: Capsulas de color rojo #0 con logo en una de sus
tapas que rotulan 300 mg de Gabapentina. Se analizaron 3 lotes de capsulas y

cada uno se codific6é como Lote 1, Lote 2 y Lote 3.
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cdédigo: PVG1 Revision: 0

Tratamiento previo: se separan las partes de la cdpsula a modo que el
contenido dentro de estas salga. El polvo se recopila en un contenedor
adecuado. Con un hisopo se limpian las partes de la capsula para retirar lo que
haya quedado pegado en las paredes.

Disposicion final: después de haber terminado de evaluar los parametros de

estudio, se descartara la muestra sobrante en el descarte de muestras.

E. EQUIPOS INVOLUCRADOS

Los equipos a utilizar para la verificacion del método analitico farmacopéico
para la valoracion del Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina en capsulas
de 300mg son los siguientes:

- pHmetro

- Balanza analitica

- Cromatégrafo Liquido de Alto Desempefio (HPLC) (calibrado y calificado)

F. DESCRIPCION DEL METODO ANALITICO
REACTIVOS

- Agua grado HPLC

- Acetonitrilo grado HPLC

- Agua Destilada

- Hidroxido de potasio

- Fosfato monobésico de potasio
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cdédigo: PVG1 Revision: 0

ESTANDARES

- Estandar de Gabapentina USP

- Estandar de Compuesto Relacionado “A” USP

MATERIALES

Balones volumétrico de 100.0 mL

- Balones volumétricos de 25.0 mL
- Balones volumeétricos de 20.0 mL
- Balones volumétricos de 10.0 mL
- Beaker de 1000 mL

- Beaker de 100 mL

- Beaker de 250 mL

- Probeta de 1000 mL

- Pipetas volumétricas de 4.0 mL

- Pipetas volumétricas de 2.0 mL

- Pipetas volumétricas de 1.0 mL

- Pipeta de Mohr de 10 mL

- Kit de filtracion

- Vialesde 1.5 mL

- Filtro jeringa de poro 0.45 pm

- Columna: C 8 (L7) 5 um (250 x 4.6)mm
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA

300mg
Cdédigo: PVG1 Revision: 0
EQUIPOS
- pHmetro

marca: Seven Easy pH
modelo: Mettler Toledo

fecha de ultima calibracion: 30/05/16 por Analitica Salvadorefia S.A de C.V

- Balanza analitica

Marca: Mettler Toledo

Modelo: AG204-S/FACT

Fecha de ultima calibracion: 22/06/16 por F.A DALTON & Co.

- Balanza analitica

Marca: SARTORIUS

Modelo: Quintix224-1S

Fecha de ultima calibracién: 08/06/16 por RGH

- Cromatografo Liquido de Alta Presiéon (HPLC)

Marca: Thermo scientific

Modelo: Dionex Ultimate 3000

Fecha de ultima calibracién: 12/06/16 por InstruQuimica S.A de C.V

- Cromatografo Liquido de Alta Presiéon (HPLC)
Marca: Shimadzu
Modelo: LC-2010A-HT
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A”" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cdédigo: PVG1 Revision: 0

Fecha de ultima calibracion: 19/06/16 por CSE

CONDICIONES AMBIENTALES
Todas las pruebas de la verificacion se efectuaron en las condiciones
controladas de temperatura y humedad relativa del laboratorio.

Temperatura: 18-25°C Humedad Relativa: 30- 65%

MEDIDAS DE SEGURIDAD PARA EL USO DE REACTIVOS
Se consultaron las hojas de seguridad de los reactivos ubicada en el

laboratorio.

Se utilizé el siguiente equipo de proteccion personal (EPP):

- Gabacha con manga larga

- Guantes de latex o nitrilo

- Gafas protectoras de ojos

- Respirador de filtro mecanico: para polvo o neblina

- Respirador de cartucho quimico: para vapores organicos y gases

- Camara de extraccidon de gases

PREPARACION DE REACTIVO
- Solucién Hidroxido de potasio 5 N: Disolver poco a poco 28.055 g de

Hidréxido de potasio en 100 mL de agua destilada.
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cdédigo: PVG1

Revisién: 0

- Solucion amortiguadora de fosfato pH 6.9: Disolver 1.2 g de fosfato

monobdésico de potasio en 1000 mL de agua destilada. Ajustar a pH de 6.9

con solucion de Hidréxido de potasio 5 N.

- Solucion A: Disolver 1.2 g de fosfato monobasico de potasio en 940 mL de

agua grado HPLC. Ajustar con Hidroxido de potasio 5 N a un pH de 6.9.

Agregar 60 mL de Acetonitrilo grado HPLC y mezclar. Filtrar a través de filtro

membrana de poro 0.45 pm.

- Solucién B: Disolver 1.2 g de fosfato monobasico de potasio en 700 mL de

agua grado HPLC. Ajustar con Hidroxido de potasio 5 N a un pH de 6.9.

Agregar 300 mL de Acetonitrilo grado HPLC y mezclar. Filtrar a través de

filtro membrana de poro 0.45 um.

PREPARACION DE ESTANDARES (Gabapentina 'y Compuesto relacionado
“A” de Gabapentina)

1. Pesar 10.0 mg de estandar de Gabapentina al 100% de su pureza y colocar
en balén de 100.0 mL

2. Pesar 10.0 mg de estandar de Compuesto Relacionado “A” y colocar en

otro balén de 100.0 mL

Agregar 50.0 ml de diluyente y ultrasonificar por 5 minutos

Aforar con el mismo diluyente y homogenizar.
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

=

Cdédigo: PVG1 Revision: 0

5. Tomar alicuota de 4.0 mL y transferir a un balén de 10.0 mL. Aforar con

diluyente y homogenizar.

Diluyente

10.0 mg de St. Gabapentina — 100.0 mL

40mL—>10.0 mL

[0.04 mg/ mL] de
Gabapentina y

D”Uyente Compuesto
10.0 mg de St. Compuesto — 100.0 mL relacionado "A” de
Gabapentina]
Relacionado “A” de Gabapentina l

4.0 mL

PREPARACION DE LA MUESTRA

1. Pesar equivalente a 500 mg de Gabapentina partiendo del contenido de no
menos de 20 capsulas, y colocar en un balén de 25.0 mL
Agregar 15 mL de diluyente y ultrasonificar por 10 minutos.

3. Aforar con el mismo diluyente y homogenizar.

Diluyente

Pmx= 500 mg de Gabapentina — 25.0 mL [20 mg/mL] de
Gabapentina
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cdédigo: PVG1 Revision: 0

PROCEDIMIENTO

Analizar muestra y estandar bajo el siguiente sistema cromatogréfico.

Fase movil: soluciéon Ay solucién B (gradiente) ver tabla N° 5
Longitud de onda: 210 nm

Columna: 4.6 mm x 25 cm; relleno L7 de 5 pm

Velocidad de flujo: 1.5 mL/ min

Volumen de inyeccion: 50 L

Tabla N° 13. Proporciones de fase mavil en gradiente para Compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina.

Tiempo (min) Solucion A (%) Solucién B (%)
0.0 100 0
4.0 100 0
45.0 0 100
45.1 100 0
50.0 100 0
CALCULOS

Muestras: solucion estandar y muestra, calcular el porcentaje de compuesto

relacionado “A” de Gabapentina en la porcion de cipsulas tomada

Resultado= (ru/rs) x (Cs/Cu) x 100
Doénde:
ru = Respuesta del pico de compuesto relacionado “A” de Gabapentina de la

solucién muestra.
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cdédigo: PVG1 Revision: 0 10 de 11

rs = Respuesta del pico de compuesto relacionado “A” de Gabapentina de la
solucion estandar.
Cs = Concentracion de ER compuesto relacionado “A” de Gabapentina USP en
la solucion estdndar (mg/mL)

Cu = Concentracion nominal de Gabapentina en la solucion muestra (mg/mL)

G. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE DESEMPENO A
EVALUAR.

Tabla N° 14. Pardmetros a evaluar en la verificacion del método analitico.

PARAMETRO DETERMINACION ESPECIFICACION
6 determinaciones: Coeficiente de variacion de:
Cada una consiste de un
estandar y una muestra impurezas: < 10.0 %

1. Precision del método preparada al 100% de la

concentracion teoérica.

Pequefias cantidades de Porcentaje de recobro para
activo y compuesto impurezas:
relacionado se afiaden al
placebo a niveles del 80%, del 95.0 % al 105.0 %
2. Exactitud (recobro) 100% y 120% de la

Coeficiente de variacion: <

concentracion teoérica.
10.0 %

La exactitud es expresada
como un porcentaje de la

cantidad recuperada, Coeficiente de correlacion y

determinacion:

NUmero de determinaciones:
9 ( 3 por cada nivel de
concentracion)

r=0.995
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO "A" DE GABAPETINA CAPSULA

300mg

Cdédigo: PVG1 Revision: 0 11de 11

Tabla N° 14. (Continuacion)

Un segundo analista efectia | Coeficiente de variacion
la precision del método, | global:

3. Precision intermedia utilizando como muestra el
mismo lote del producto, en | impurezas: < 10.0%
dia diferente 'y equipo
diferente  en el mismo | Promedio global de datos.
laboratorio.

4. Especificidad Evaluar la interferencia debida | no debe haber interferencia
al placebo y obtener los
respectivos cromatogramas.

5. Limite de cuantificacion Preparar 5 soluciones | El limite de cuantificacién
estandar segun el intervalo: | (LC) debe ser en una
0.1% al 10% y 5 soluciones | proporcion del0 a 1 de la
blanco. sefial ruido de los blancos.

H. BIBLIOGRAFIA

- Farmacopea de los Estados Unidos de América. Formulario nacional USP
38. NF 33. Volumen 1 (2015).

- Guia de Validacion de Métodos Analiticos (2002). Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos. México A.C.

- Validacion de Métodos Analiticos Fisicoquimicos. (2010). Organismo
Salvadorefio de Acreditacion (OSA). (fecha de consulta: 15/03/16).
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5.5 PARAMETROS DE DESEMPENO EVALUADOS

Para cada uno de los tres lotes analizados, se evalu6 los siguientes parametros

de desempeiio:

Precision del método en el cual se mostr6 el grado de concordancia entre
los resultados de las pruebas individuales cuando se aplicd el método
analitico para el Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina repetidamente

a seis muestreos de una muestra homogénea.

Precision Intermedia, con este parametro se mostré las variaciones que
hubieron dentro del mismo laboratorio al ser empleado el método analitico
por un segundo analista, en un dia diferente y usando un equipo de HPLC
diferente.

Con la Exactitud, se mostré la proximidad entre los resultados obtenidos
aplicando el método analitico de la USP 38 y el valor verdadero. Se calculd
como el porcentaje de recuperacion de la cantidad valorada con respecto a la
cantidad conocida de Compuesto Relacionado “A” afiadida a muestras de

placebo.

Con la Especificidad, se logré evaluar de manera inequivoca al analito, en
este caso; el Compuesto Relacionado “A, en presencia de los componentes
de la matriz (excipientes del producto). Se determind que no existe
interferencia por parte de la matriz para evaluar al Compuesto Relacionado

“‘A” de Gabapentina.

Limite de Cuantificaciobn. Con este parametro se determind la
concentracion minima del Compuesto Relacionado “A” que puede ser
cuantificada con las condiciones de operacion establecidas en el método

analitico.
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5.5.1 Andlisis de Lote 1 de Gabapentina capsulas:

Precision del método

Peso promedio de 20 capsulas de Gabapentina llenas: 0.5015 g
Peso promedio de 20 capsulas de Gabapentina vacias: 0.09555 g

Contenido neto del promedio de 20 cdpsulas de Gabapentina: 0.4060 g

0.4060 g de contenido neto de capsula ——— 300 mg de Gabapentina
X — 500 mg de Gabapentina

X =0.6767 g de contenido neto de capsula (Peso muestra)

Tabla N° 15. Resultados de la precision del método para el compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Area de Area de % de
NUmero de Pesada de Pesada de estandar = impureza
. solucion
muestra estandar (g) | muestra (g) (compuesto presente en
. wpn muestra .
relacionado “A”) c/capsula
1 0.0100 0.6767 10.799 29.926 0.32
2 0.0100 0.6766 10.510 29.830 0.33
3 0.0100 0.6768 9.924 29.171 0.34
4 0.0100 0.6767 10.555 28.286 0.31
5 0.0100 0.6767 10.355 28.360 0.32
6 0.0100 0.6767 10.246 28.495 0.32
Promedio N/A N/A 10.398 29.011 0.32
desviacion
estandar (s) N/A N/A 0.2992 0.7415 0.0001
coeficiente
de variacion N/A N/A 2.9 2.6 3.2
(cv) %

ver Anexo N° 13
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Especificaciéon: coeficiente de variacion CV < 10.0 % para Impurezas tanto

para respuesta de estandar como para respuestas de las muestras.

Precisiéon Intermedia

Tabla N° 16. Resultados del analista 1 y 2

Gabapentina capsula

para 6 pesadas de muestra de

ANALISTA 1 ANALISTA 2
Area de Area de % de Area de Area de % de
Numero de estandar solucion | impureza estandar solucion impureza
muestra (compuesto | muestra | presente | (compuesto muestra presente
relacionado) en relacionado en
muestra “A”) muestra
1 10.799 29.926 0.32 833493 2289029 0.32
2 10.510 29.830 0.33 833830 2307912 0.32
3 9.924 29.171 0.34 823720 2284886 0.32
4 10.555 28.286 0.31 832338 2254885 0.31
5 10.355 28.360 0.32 835292 2317066 0.32
6 10.246 28.495 0.32 841336 2262727 0.31
Promedio 10.398 29.011 0.32 833334.83 | 2286084.17 0.32
Desviacion
! 0.2992 0.7415 0.0001 5684.33 24353.16 0.0001
estandar (s)
Coeficiente
de variacion 2.9 2.6 3.2 0.7 1.1 1.6
(CV %)

Tabla N° 17. Resumen de resultados de la Precision Intermedia del método

para el compuesto relacionado “A” de Gabapentina capsulas.

Area de estandar

Area de solucién

% de impureza

(compuesto muestra de presente en muestra
relacionado “A” de Gabapentina de Gabapentina
Gabapentina) capsula capsula
1 10.398 29.011 0.32
2 833334.83 2286084.17 0.32
Promedio N/A N/A 0.32
Coeficiente de

variacion global (CV 3.6 3.7 4.8

%)

** E| promedio para las areas no aplica ya que son respuestas de diferentes

equipos.
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Especificacién: Coeficiente de Variacién Global CV < 10.0 % para Impurezas

ver Anexo N° 14

Exactitud (Recobro)

Preparacién de soluciones muestras:

Placebo + materia prima de Gabapentina al 80% + materia prima de Compuesto
Relacionado “A” de Gabapentina (CRA) al 80%

(Placebo + 400 mg de materia prima Gabapentina + 0.32 mg materia prima de
CRA)

Placebo + materia prima de Gabapentina al 100% + materia prima de
Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina (CRA) al 100%

(Placebo + 500 mg materia prima de Gabapentina + 0.40 mg materia prima de
CRA)

Placebo + materia prima de Gabapentina al 120% + materia prima de
Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina (CRA) al 120%

(Placebo + 600 mg materia prima de Gabapentina + 0.48 mg materia prima de
CRA)

Tabla N° 18. Datos para determinacion de coeficiente de determinacion (r%) y

correlacion (r)

X (mg/ mL) de

compuesto
relacionado “A”
MUESTRAS | de Gabapentina X2 y (&rea) Y2 XY
80% 0.0128 0.00016384 3.420 11.69640 0.04378

80% 0.0128 0.00016384 3.438 11.81984 0.04401




Tabla N° 18. (Continuacion)
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80% 0.0128 0.00016384 3.470 12.04090 0.04442
100% 0.0160 0.00025600 4.275 18.27563 0.06840
100% 0.0160 0.00025600 4.261 18.15612 0.06818
100% 0.0160 0.00025600 4.296 18.45562 0.06874
120% 0.0192 0.00036864 5.127 26.28613 0.09844
120% 0.0192 0.00036864 5.188 26.91534 0.09961
120% 0.0192 0.00036864 5.123 26.24513 0.09836

sumatoria 0.144 0.00236544 38.598 169.891108 0.63392
r 0.999
r2 0.999

Tabla N° 19. Porcentajes de recobro para los 3 niveles de concentracion.

Muestra de ) mg de recobro de % de recobro
compuesto Area de solucién compuesto de compuesto
relacionado “A” de muestra relacionado “A” de relacionado

Gabapentina Gabapentina “A” de

Gabapentina
mx 1 80% 3.420 0.33 103.6
mx 1 100% 4.275 0.41 103.6
mx 1 120% 5.127 0.50 103.5
mx 2 80% 3.438 0.33 103.4
mx 2 100% 4.261 0.41 102.6
mx 2 120% 5.188 0.50 104.1
mx 3 80% 3.470 0.33 102.4
mx 3 100% 4.296 0.41 101.4
mx 3 120% 5.123 0.48 100.8

Concentracion de solucién estandar de compuesto relacionado “A” de

Gabapentina = 0.04 mg/ mL

Factor de Dilucién de muestra (FDmx) = 25

Area de estandar 1 = 10.318
Area de estandar 2 = 10.386
Area de estandar 3 = 10.592

Factor de respuesta (FR1) = 0.003877
Factor de respuesta (FR2) = 0.003851
Factor de respuesta (FR3) = 0.003776
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Tabla N° 20. Resumen de Resultados de la Exactitud del método para el

compuesto relacionado “A” de Gabapentina capsula.

S

Area 1 Area 2 Area 3 Promedio (Desviacion cv
Areas . (%)

estandar)
mx 80% 103.6 103.4 102.4 103.1 0.5384 0.5
mx 100% 103.6 102.6 101.4 102.5 0.8923 0.9
mx 120% 103.5 104.1 100.8 102.8 1.4454 1.4

Especificacion:
- Porcentaje de recobro para impurezas: 95.0- 105.0 %
- Coeficiente de variacion: CV <10.0 %

- Coeficiente de determinacion y correlacion (ry r?): = 0.995
ver Anexo N° 15
Especificidad

Tabla N° 21. Resultados de la especificidad del método para el compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Concentraciéon de

Muestra Compuesto relacionado “A” Respuesta (Area)
de Gabapentina (mg/mL)
Placebo 0 0
Analito (estandar de
Compuesto relacionado “A” 0.04 10.510

de Gabapentina)

Analito en muestra de
Gabapentina capsula

20.00 29.926

No se encontrd interferencia por el resto de los excipientes para la identificacion

del analito en estudio.

Especificacion: No debe de haber interferencia por los excipientes o matriz del

producto y la respuesta debe de ser Unicamente del analito en estudio.
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ver Anexo N° 16

Limite de Cuantificacién (LC)

Tabla N° 22. Resultados de los cinco niveles de concentracion del compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Niveles de
concentracion del Concentraciéon Concentracién en R <
. espuestas (Areas)
compuesto relacionado | en ppm (pug/mL) mg/ mL
“A” de Gabapentina
0.1% 0.04 4.0*10° 0
2.0 % 0.80 8.0*10™ 0.195
5.0 % 2.00 2.0*10° 0.443
8.0 % 3.20 3.2*10° 0.753
10.0 % 4.00 4.0*10° 0.986

Tabla N° 23. Respuestas de sefial- ruido de blancos

Blancos Respuesta sefal-ruido
1 0.062
2 0.049
3 0.055
4 0.043
5 0.045
promedio 0.051

LC en base a sefal- ruido = 0.051*10 =0.510 por lo tanto, el limite de
cuantificacion aceptable para el compuesto relacionado “A” es de 2.00 ppm

equivalente al 5 % de concentracion del analito y equivalente a 2.0¥10™* mg/ mL.

Especificacion: El limite de cuantificacion debe ser en una proporcion de 10 a

1 de la seiial-ruido de los blancos.

ver Anexo N° 17



5.5.2 Andlisis de Lote 2 de Gabapentina capsulas:

Precision del método

Peso promedio de 20 capsulas de Gabapentina llenas: 0.5015 g

Peso promedio de 20 capsulas de Gabapentina vacias: 0.09555 g

Contenido neto del promedio de 20 cdpsulas de Gabapentina: 0.4060 g

0.4060 g de contenido neto de capsula

X

300 mg de Gabapentina
500 mg de Gabapentina

99

X =0.6767 g de contenido neto de capsula (Peso muestra)

Tabla N° 24. Resultados de la precision del método para el compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Area de

i 0,

. Pesada de |Pesadade estandar Area de , % de
Numero de . ol impureza
estandar muestra (compuesto solucién

muestra ! presente en
(@) (@) relacionado muestra
GAP muestra
A”)
1 0.0100 0.6767 10.756 29.425 0.32
2 0.0100 0.6767 10.510 29.590 0.33
3 0.0100 0.6767 9.877 28.614 0.34
4 0.0100 0.6768 10.513 27.914 0.31
5 0.0100 0.6768 10.337 28.081 0.31
6 0.0100 0.6767 10.412 29.071 0.33
promedio N/A N/A 10.401 28.783 0.32
desviacion N/A N/A 0.2930 0.6961 0.0001
estandar (s)
coeficiente de |, \ N/A 2.8 2.4 3.7

variacion (cv)
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Precision Intermedia

Tabla N° 25. Resultados del analista 1 y 2 para los 6 pesadas de muestra de

Gabapentina capsula.

ANALISTA 1 ANALISTA 2
Area de Areade | %de Area de rea de % de
Numero de estandar solucion | impureza | estandar solucion impureza
muestra (compuesto | muestra | presente | (compuesto muestra presente
relacionado) en relacionado) en
muestra muestra
1 10.756 29.425 0.32 828993 2295020 0.32
2 10.510 29.590 0.33 834035 2208712 0.31
3 9.877 28.614 0.34 827920 2284886 0.32
4 10.513 27.914 0.31 832778 2254885 0.31
5 10.337 28.081 0.31 835599 2323066 0.33
6 10.412 29.071 0.33 821536 2262727 0.32
Promedio 10.401 28.783 0.32 830143.50 | 2271549.33 0.32
Desviacion
estandar 0.2930 0.6961 0.0001 5142.05 39209.11 0.0001
(s)
Coeficiente
de 2.8 2.4 3.7 0.6 1.7 2.4
variacion

Tabla N° 26. Resumen de resultados de la Precision Intermedia del método

para el compuesto relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Area de estandar

Area de solucién

% de impureza

(compuesto muestra de presente en
relacionado “A” de Gabapentina muestra
Gabapentina) capsula
1 10.401 28.783 0.32
2 830143.50 2271549.33 0.32
Promedio ** N/A ** N/A 0.32
Coeficiente de 34 a1 6.1

variacién global

** E| promedio para las areas no aplica ya que son respuestas de diferentes

equipos.

Especificacion: Coeficiente de Variacion Global CV < 10.0 % para Impurezas
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Exactitud (Recobro)

Tabla N° 27. Datos para determinacion de coeficiente de determinacion (r?) y

correlacion (r)

X (mg/ mL) de
compuesto
relacionado
“A” de
MUESTRAS Gabapentina X2 y (area) Y2 XY
80% 0.0128 0.00016384 3.397 11.53961 0.04348
80% 0.0128 0.00016384 3.395 11.52603 0.04346
80% 0.0128 0.00016384 3.425 11.73063 0.04384
100% 0.0160 0.00025600 4.366 19.06196 0.06986
100% 0.0160 0.00025600 4.301 18.49860 0.06882
100% 0.0160 0.00025600 4.325 18.70563 0.06920
120% 0.0192 0.00036864 5.115 26.16323 0.09821
120% 0.0192 0.00036864 5.094 25.94884 0.09780
120% 0.0192 0.00036864 5.110 26.11210 0.09811
sumatoria 0.144 0.00236544 38.528 169.286602 0.63277
r 0.998
r2 0.997

Tabla N° 28. Porcentajes de recobro para los 3 niveles de concentracion.

Muestra de mg de recobro de % de recobro
compuesto ) compuesto de compuesto
relacionado “A” de Area relacionado “A” de relacionado

Gabapentina Gabapentina “A” de

Gabapentina
mx 1 80% 3.397 0.32 101.2
mx 1 100% 4.366 0.42 104.1
mx 1 120% 5.115 0.49 101.6
mx 2 80% 3.395 0.33 102.6
mx 2 100% 4.301 0.42 103.9
mx 2 120% 5.094 0.49 102.6
mx 3 80% 3.425 0.33 102.9
mx 3 100% 4.325 0.42 104.0
mx 3 120% 5.110 0.49 102.4

Concentracion de solucién estandar de compuesto relacionado “A” de

Gabapentina = 0.04 mg/ mL




Factor de Dilucion de muestra (FDmx) = 25

Area de estandar 1 = 10.487
Area de estandar 2 = 10.345
Area de estandar 3 = 10.400
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Factor de respuesta (FR1) = 0.003814
Factor de respuesta (FR2) = 0.003867
Factor de respuesta (FR3) = 0.003846

Tabla N° 29. Resumen de Resultados de la Exactitud del método para el

compuesto relacionado “A” de Gabapentina capsula.

. S
Area 1 Area 2 Area 3 Przmedlo (Desviacion | CV (%)
reas )
estandar)
mx 80% 101.2 102.6 102.9 102.2 0.7261 0.7
mx 100% 104.1 103.9 104.0 104.0 0.0616 0.1
mx 120% 101.6 102.6 102.4 102.2 0.4158 0.4

Especificacion:

- Porcentaje de recobro para impurezas: 95.0- 105.0 %

- Coeficiente de variacion: CV <10.0 %

- Coeficiente de determinacion y correlacion (r y r?): = 0.995

Especificidad

Tabla N° 30. Resultados de la especificidad del método para el compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Concentracién de

Respuesta (Area)

Gabapentina capsula

Muestra compuesto relacionado “A”
de Gabapentina mg/mL
Placebo 0 0
Analito (estandar nade
compuesto relacionado “A” 0.04 10.520
de Gabapentina)
Analito en muestra de 20.0 29 450

No se encontré interferencia por el resto de los excipientes para la identificacion

del analito en estudio.
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Especificacion: No debe de haber interferencia por los excipientes o matriz del

producto y la respuesta debe de ser Unicamente del analito en estudio.

Limite de Cuantificaciéon (LC)

Tabla N° 31. Resultados de los cinco niveles de concentracion del compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Niveles de
concentracion del | Concentracién Concentracién en
analito compuesto en ppm mg/mL Respuestas (Areas)
relacionado “A” de (Mg/mL)
Gabapentina
0.1% 0.04 4.0*10° 0
2.0% 0.80 8.010™ 0.216
5.0 % 2.00 2.0%10° 0.464
8.0 % 3.20 3.2*10° 0.812
10.0 % 4.00 4.0*10° 1.029

Tabla N° 32. Respuestas de sefial- ruido de los blancos

Blancos Respuesta sefal-ruido
1 0.062
2 0.049
3 0.055
4 0.043
5 0.045
promedio 0.051

LC en base a sefal- ruido = 0.051*10 =0.510 por lo tanto, el limite de
cuantificacion aceptable para el compuesto relacionado “A” es de 2.00 ppm

equivalente al 5 % de concentracion del analito y equivalente a 2.0¥10™ mg/mL.

Especificacion: El limite de cuantificacién debe ser en una proporcion de 10 a

1 de la seiial-ruido de los blancos.
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5.5.3 Andlisis de Lote 3 de Gabapentina capsulas:

Precision del método

Peso promedio de 20 capsulas de Gabapentina llenas: 0.4990 g
Peso promedio de 20 capsulas de Gabapentina vacias: 0.09498 g

Contenido neto del promedio de 20 cdpsulas de Gabapentina: 0.4040 g

0.4040 g de contenido neto de capsula ———— 300 mg de Gabapentina
X —— 500 mg de Gabapentina

X =0.6733 g de contenido neto de capsula (Peso muestra)

Tabla N° 33. Resultados de la precision del método para el compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula.

. Pesada de |Pesadade Arqa de Area de % de impureza
Niumero de ; estandar ot
estandar muestra solucion presente en
muestra (@) (@) (compuesto muestra c/capsula
relacionado)
1 0.0100 0.6733 10.740 29.019 0.31
2 0.0100 0.6733 10.459 29.538 0.32
3 0.0100 0.6734 10.762 28.614 0.31
4 0.0100 0.6732 10.520 27.743 0.31
5 0.0100 0.6734 10.323 27.907 0.31
6 0.0100 0.6733 10.541 29.442 0.32
promedio N/A N/A 10.558 28.711 0.31
desviacion N/A N/A 0.1682 0.7624 0.0001
estandar (s)
coeficiente de |\, N/A 1.6 2.7 1.6
variacion (cv)




Precision Intermedia
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Tabla N° 34. Resultados del analista 1 y 2 para los 6 muestras de Gabapentina

capsula.
ANALISTA 1 ANALISTA 2
Area de Area de % de Area de Area de % de
Numero de estandar soluciéon | impureza estandar solucion impureza
muestra (compuesto | muestra | presente | (compuesto muestra presente
relacionado) en relacionado) en
muestra muestra
1 10.740 29.019 0.31 847093 2399920 0.33
2 10.459 29.538 0.32 834035 2389712 0.33
3 10.762 28.614 0.31 847526 2385806 0.32
4 10.520 27.743 0.31 832778 2357890 0.33
5 10.323 27.907 0.31 835599 2366066 0.33
6 10.541 29.442 0.32 841739 2365797 0.32
Promedio 10.558 28.711 0.31 839795.00 | 2377531.83 0.33
Desviacion
. 0.1682 0.7624 0.0001 6585.30 16571.19 0.0001
estandar (s)
Coeficiente 1.6 2.7 1.6 0.8 0.7 1.6
de variacion
(CV %)

Tabla N° 35. Resumen de resultados de la Precision Intermedia del método

para el compuesto relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Area de estandar

Area de solucién

(compuesto muestra % de impureza
relacionado “A” de Gabapentina presente en muestra
Gabapentina) capsula
1 10.558 28.711 0.31
2 839795.00 2377531.83 0.33
Promedio ** N/A ** N/A 0.32
Coeficiente de

variacién global (CV 2.4 3.4 3.2

%)

** E| promedio para las areas no aplica ya que son respuestas de diferentes

equipos.

Especificacion: Coeficiente de Variacion Global CV < 10.0 % para Impurezas
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Tabla N° 36. Datos para determinacion de Coeficiente de determinacién (%) y

coeficiente de correlacion (r)

X (mg/ mL) de
compuesto
relacionado
“A” de
MUESTRAS | Gabapentina X2 y (area) Y2 XY
80% 0.0128 0.00016384 3.375 11.39063 0.04320
80% 0.0128 0.00016384 3.339 11.14892 0.04274
80% 0.0128 0.00016384 3.321 11.02904 0.04251
100% 0.0160 0.00025600 4.298 18.47280 0.06877
100% 0.0160 0.00025600 4.305 18.53303 0.06888
100% 0.0160 0.00025600 4.276 18.28418 0.06842
120% 0.0192 0.00036864 5.099 25.99980 0.09790
120% 0.0192 0.00036864 5.140 26.41960 0.09869
120% 0.0192 0.00036864 5.165 26.67723 0.09917
sumatoria 0.144 0.00236544 38.318 167.955218 | 0.63027
r 0.999
r2 0.998

Tabla N° 37. Porcentajes de recobro para los 3 niveles de concentracion.

Muestra de ) mg de recobro de % de recobro
compuesto Area compuesto de compuesto
relacionado “A” de relacionado “A” de relacionado

Gabapentina Gabapentina “A” de

Gabapentina
mx 1 80% 3.375 0.32 100.4
mx 1 100% 4.298 0.41 102.3
mx 1 120% 5.099 0.49 101.2
mx 2 80% 3.339 0.32 100.4
mx 2 100% 4.305 0.41 103.6
mx 2 120% 5.140 0.49 103.1
mx 3 80% 3.321 0.32 100.0
mx 3 100% 4.276 0.41 103.0
mx 3 120% 5.165 0.50 103.7




Concentracién de soluciéon estandar de compuesto relacionado “A” de

Gabapentina= 0.04 mg/ mL

Factor de Dilucion de muestra (FDmx) = 25
Factor de respuesta (FR1) = 0.003810
Factor de respuesta (FR2) = 0.003850
Factor de respuesta (FR3) = 0.003856

Area de estandar 1 = 10.500
Area de estandar 2 = 10.389
Area de estandar 3 = 10.374

Tabla N° 38. Resumen de Resultados de la Exactitud del método para el

compuesto relacionado “A” de Gabapentina capsula.
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. S
Area 1 Area 2 Area 3 Prgmedlo (Desviacion | CV (%)
reas )
estandar)
mx 80% 100.4 100.4 100.0 100.3 0.1895 0.2
mx 100% 102.3 103.6 103.0 103.0 0.5166 0.5
mx 120% 101.2 103.1 103.7 102.7 1.0837 1.1

Especificacion:

- Porcentaje de recobro para impurezas: 95.0- 105.0 %

- Coeficiente de variacion: CV < 10.0 %

- Coeficiente de determinacion y correlacion (ry r%): = 0.995

Especificidad

Tabla N° 39. Resultados de la especificidad del método para el compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Concentracién de

Muestra compuesto relacionado “A” Respuesta (Area)
de Gabapentina mg/mL
Placebo 0 0
Analito (estandar de
compuesto relacionado “A” 0.04 10.529
de Gabapentina)
Analito en muestra de 20.00 29.468

Gabapentina capsula
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No se encontro interferencia por el resto de los excipientes para la identificacion

del analito en estudio.

Especificacién: No debe de haber interferencia por los excipientes o matriz del

producto y la respuesta debe de ser Unicamente del analito en estudio.

Limite de Cuantificacion (LC)

Tabla N° 40. Resultados de los cinco niveles de concentracion del compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula.

Niveles de ;
concentracion del concentraciéon en Concentracion | Respuestas (Areas)
analito compuesto ppm (ug/mL) en mg/ mL

relacionado “A” de
Gabapentina

0.1% 0.04 4.0*10” 0

2.0% 0.80 8.010" 0.208
5.0 % 2.00 2.0*10° 0.462
8.0% 3.20 3.2*10° 0.806
10.0 % 4.00 4.0*10° 1.019

Tabla N° 41. Respuestas de sefial- ruido de los blancos

Blancos Respuesta sefal-ruido
1 0.062
2 0.049
3 0.055
4 0.043
5 0.045
promedio 0.051

LC en base a sefal- ruido = 0.051*10 =0.510 por lo tanto, el limite de
cuantificacion aceptable para el compuesto relacionado “A” es de 2.00 ppm

equivalente al 5 % de concentracion del analito y equivalente a 2.0*10 mg/mL.

Especificacion: El limite de cuantificacion debe ser en una proporcion de 10 a

1 la sefal-ruido de los blancos.
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INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

=y

Cddigo: IVG1 Revision: 0

A. OBJETIVO

Obtener pruebas documentadas que demuestren que el método analitico de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP 38) para la determinacion del
Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina produce resultados confiables y
gue es adecuado para ser empleado bajo condiciones reales en un Laboratorio
Farmacéutico Nacional. Asi también, que las capsulas analizar cumplen con la
especificacion de la USP 38 para el Compuesto Relacionado. El proceso

experimental se realizara en el mes de julio del 2016.
B. ALCANCE

Determinacion y Cuantificacion del Compuesto Relacionado A de Gabapentina
en capsulas de Gabapentina 300 mg por Cromatografia Liquida de Alta presion
a una longitud de onda de 210 nm empleando el método analitico de la

Farmacopea de los Estados Unidos (USP 38).

C. RESPONSABLES

Jefe de Laboratorio y Quimicos analistas

D. EQUIPOS INVOLUCRADOS EN LA VERIFICACION
- pH metro

marca: Seven Easy pH

modelo: Mettler Toledo

fecha de ultima calibracién: 30/05/16 por Analitica Salvadorefia S.A de C.V
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INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO "A" DE GABAPETINA CAPSULA

Z 300mg

Cddigo: IVG1 Revision: 0

- Balanza analitica

Marca: Mettler Toledo

Modelo: AG204-S/FACT

Fecha de ultima calibracion: 22/06/16 por F.A DALTON & Co.

- Balanza analitica

Marca: SARTORIUS

Modelo: Quintix224-1S

Fecha de ultima calibracion: 08/06/16 por RGH

- Cromatografo Liquido de Alta Presion (HPLC)
Marca: Thermo scientific
Modelo: Dionex Ultimate 3000

Fecha de ultima calibracion: 12/06/16 por InstruQuimica S.A de C.V

- Cromatografo Liquido de Alta Presion (HPLC)
Marca: Shimadzu

Modelo: LC-2010A-HT

Fecha de ultima calibracién: 19/06/16 por CSE
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INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA

300mg

Cddigo: IVG1

Revisién: 0

E. PARAMETROS DE DESEMPENO ESTUDIADOS

Tabla N° 42. Parametros de desempefio evaluados en el proceso de

verificacion.

PARAMETRO

DETERMINACION

ESPECIFICACION

1. Precision del método

6 determinaciones:

Cada una consiste de un
estandar y una muestra
preparada al 100% de la
concentracion tedrica.

Coeficiente de variacion de:

impurezas: < 10.0 %

2. Exactitud (recobro)

Pequefas cantidades de
activo y compuesto
relacionado se afiaden al
placebo a niveles del 80%,
100% y 120% de la
concentracion tedrica.

La exactitud es expresada
como un porcentaje de la
cantidad recuperada.

namero de determinaciones:
9 ( 3 por cada nivel de
concentracion)

Porcentaje de recobro para
impurezas:

del 95.0 % al 105.0 %
Coeficiente de variacion: <
10.0 %

Coeficiente de correlacion y
determinacion:

r=0.995

3. Precision intermedia

Un segundo analista efectta
la precision del método,
utilizando como muestra el
mismo lote del producto, en
dia diferente y equipo
diferente en el mismo
laboratorio.

Coeficiente de variaciéon
global:

impurezas: < 10.0%

Promedio global de datos.
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INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO "A" DE GABAPETINA CAPSULA

: 300mg

Cddigo: IVG1 Revision: 0

Tabla N° 42. (Continuacion)

Evaluar la interferencia No debe haber interferencia
- debida al placebo y obtener por el resto de excipientes
4. Especificidad los respectivos
cromatogramas

Preparar 5 soluciones | El limite de cuantificacion
estdndar segun el intervalo: | debe ser en una proporcion
5. Limite de cuantificacion 0.1% al 10% y 5 soluciones | de 10 a1 la sefial-ruido de

blanco. los blancos.

F. RESULTADOS DE LA VERIFICACION DEL METODO ANALITICO
FARMACOPEICO PARA LA DETERMINACION DEL COMPUESTO
RELACIONADO “A” DE GABAPENTINA CAPSULA 300 mg.

Tabla N° 43. Parametros de desempefio evaluados en el proceso de

Verificacion para compuesto relacionado “A” de Gabapentina
capsula Lote 1.

CUMPLE
PARAMETRO ESPECIFICACION RESULTADOS
Sl NO
Coeficiente de Area de estandares: v

variacion de: - CV=29%

1 Precision del Area de muestras:
.método impurezas: <10.0% | -CV=26%

Area de impureza:
-CV=32%




114

INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO "A" DE GABAPETINA CAPSULA

300mg

Cddigo: IVG1

Revisién: 0

Tabla N° 43. (Continuacion)

Porcentaje de
recobro para
impurezas:

- Para 80%: 103.1%

Promedio global de
datos.

-CV=0.5%
del 95.0 % al 105.0 - Para 100%:102.5%
% -CV=0.9%
. - Para 120%:102.8%
2.Exactitud Coeficiente de -CV=14%
(recobro) variacion: < 10.0 % - Porcentaje de
recobro:
Coeficiente de
correlacién y - r=0.999
determinacion:
r=0.995
Coeficiente de Impureza:
variacién global:
3._PreC|S|on impurezas: < 10.0% CV global = 4.8%
intermedia

4. Especificidad

No debe haber
interferencia por el
resto de excipientes

No se encontro
interferencia
significativa

5. Limite de
cuantificacion

El LC debe de ser en

una proporcion de 10

a 1 de la sefial ruido
de los blancos.

Ruido= 0.051*10
Ruido =0.510
LC=5%=2.0 ppm




115

INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO "A" DE GABAPETINA CAPSULA

300mg

Cddigo: IVG1

Revisién: 0

Tabla N° 44. Parametros de desempefio evaluados en el proceso de

Verificacién para compuesto relacionado “A” de Gabapentina

capsula Lote 2.

CUMPLE
PARAMETRO ESPECIFICACION RESULTADOS
Sl NO
1.Precision del Coeficiente de variacién | Area de estandares: v
método de: -CV=28%
Area de muestras:
impurezas: < 10.0 % -CV=24%
Area de impureza:
-CV=37%
Porcentaje de recobro
para impurezas:
del 95.0 % al 105.0 % - Para 80%: 102.2%
coeficiente de variacion: | - CV=0.7 %
<10.0 % " | - Para 100%:104.0%
B -CV=0.1% v
2 .Exactitud coeficiente de - Para 120%:102.2 %
(recobro) correlaciéon y -CV=0.4%
determinacion: ) Porcentf’:lje de
recobro:
r = 0.995
- r=0.998
Coeficiente de variaciéon
global: Impureza: v
3. Precision impurezas: < 10.0% B
intermedia Promedio global de CV global = 6.1 %
datos.
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Cddigo: IVG1

INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Revisién: 0

Tabla N° 44. (Continuacion)

No debe haber No se encontré 4
interferencia por el resto | interferencia
4.Especificidad de excipientes significativa
El LC debe de ser en o . v
5.Limite de una proporcion de 10 a Ru!do—_0.051 10
cuantificacion 1 de la sefial ruido de Ruido =0.510
LC=5%=2.0 ppm
los blancos.

Tabla N° 45. Parametros de desempefio evaluados en el proceso de

verificacion para compuesto relacionado “A” de Gabapentina
capsula Lote 3.

i ) CUMPLE
PARAMETRO ESPECIFICACION RESULTADOS
Sl NO
Area de estandares:
Coeficiente de - CV=16% v
variacion de: Area de muestras:
1.Precision del -CV=27%

método

impurezas: < 10.0 %

Area de impureza:

-CVv=16 %
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INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cddigo: IVG1

Revisién: 0

Tabla N° 45. (Continuacion)

Porcentaje de
recobro para
impurezas:

- Para 80%: 100.3 %

datos.

-CV=02 %
del 95.0 % al 105.0 % | - Para 100%:103.0%
- = 0,
coeficiente de cv 0'50/_0 0
' iacion: < 10.0 % - Para 120%:102.7 %
2.Exactitud vanacion. = 19. -CV=11%
recobro - i
( ) coeficiente de Z%fsg[é je de
correlacion y )
determinacion:
- r=0.999
r=0.995
Coeficiente de
variacién global: Impureza:
3.Precision Impurezas: £ 10.0%
intermedia Promedio global de CV global = 3.2 %

4. Especificidad

No debe haber
interferencia por el
resto de excipientes

No se encontré
interferencia
significativa

5.Limite de
cuantificacion

El LC debe de ser en
una proporcién de 10
a 1 de la sefnal ruido

de los blancos.

Ruido= 0.051*10
Ruido =0.510
LC=5%=2.0 ppm
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INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cddigo: IVG1 Revision: 0

G. CONCLUSION Y DICTAMEN DE LA VERIFICACION DEL METODO
ANALITICO.

Cumplidas las especificaciones de los parametros de desempefio de: Precision
del meétodo, Precision Intermedia, Exactitud, Especificidad y Limite de
Cuantificacion de acuerdo a la categoria Il para Impurezas, queda establecido
gue el método analitico Cromatografico para la determinacion del Compuesto
Relacionado "A" de Gabapentina en capsulas de 300 mg, funciona
correctamente. Por lo que, se concluye que éste método, queda verificado y es

apto para ser utilizado.
DICTAMEN: Conforme

DECLARANDOSE: Valido para su utilizacion




CAPITULO VI
6.0 CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

. Los porcentajes de impureza obtenidos en la precision del método de los tres
lotes analizados cumplieron con la especificacion de calidad de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP 38) para el Compuesto
Relacionado “A”, obteniendo un promedio del 0.32% de contenido, por lo
tanto, el medicamento elaborado por el Laboratorio Farmacéutico Nacional
es seguro para las personas que lo consumen solo sin el incremento de la

impureza.

. Elaborar el correspondiente protocolo para realizar la validacion o verificacion

de una técnica analitica.

. Realizar un informe de validacion o verificacion de un método analitico para
reportar los resultados obtenidos de los parametros de desempeiio

evaluados, las conclusiones y el dictamen respectivo del método analizado.

Los métodos analiticos previamente verificados o validados brindan la
seguridad de que los resultados que se obtendran al emplear un método en
especifico seran confiables y que se evitara cometer posibles errores y

desperdicio de reactivos.

. Resguardar toda la documentacion involucrada que respalda la validacion o
verificacion de un método analitico para demostrar y comprobar que un
determinado método puede ser usado para el uso requerido en futuros

analisis y que éste es confiable.

El método analitico cromatografico para la determinacion del compuesto

relacionado “A” de Gabapentina capsula es preciso, exacto, especifico,
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confiable y reproducible para el objetivo previsto por lo que funciona
correctamente en condiciones de uso real en un Laboratorio Farmacéutico

Nacional.

. Para la metodologia empleada no se modificaron condiciones analiticas ni
cromatograficas, por lo que se empled tal cual se encuentra descrito en la

monografia del producto de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 38).



CAPITULO VII
7.0 RECOMENDACIONES



123

7.0 RECOMENDACIONES

. Que la Direccion Nacional de Medicamentos (DNM) del pais verifique que
todo laboratorio productor de medicamentos cumpla con las regulaciones
internacionales de calidad.

. Los laboratorios farmacéuticos deben asegurar la calidad de los
medicamentos que fabrican cumpliendo con las especificaciones

farmacopéicas requeridas para el beneficio del consumidor.

. Los profesionales farmacéuticos responsables de verificar métodos analiticos
deben de elaborar protocolos para evitar cometer errores en el analisis y el

desperdicio de reactivos.

. Es responsabilidad de los analistas elaborar Informes de Verificacion para
evidenciar que el método analitico funciona correctamente para Su uso

previsto.

. Que los analistas cumplan y sigan al pie de la letra, todo el procedimiento
analitico descrito en el protocolo de verificacion para la determinacion del
compuesto relacionado “A” de Gabapentina empleando la referencia

farmacopéica.

. Todos los Laboratorios Farmacéuticos Nacionales fabricantes de productos
de Gabapentina deben de asegurar que no contengan mas del 0.4% de

compuesto relacionado “A” de Gabapentina en contenido.
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7. Que los laboratorios farmacéuticos fabriquen medicamentos de Gabapentina
con excipientes que no favorezcan al aumento de la formacién del

compuesto relacionado “A” de Gabapentina en el producto terminado.

8. Todo quimico farmacéutico debe de aplicar las Buenas Préacticas de
Manufactura (BPM) cuando este en contacto con reactivos durante un

andlisis.
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GLOSARIO

Adecuabilidad del sistema: verificacion de que el sistema opera con base a
criterios que permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de un método

analitico. ()

Analito: En quimica analitica, es un componente elemento, compuesto o ién de
interés analitico de una muestra. EsS una especie quimica cuya presencia
o contenido se desea conocer, identificable y cuantificable, mediante un

proceso de medicion quimica. 1
Antinociceptivo: cualquier sustancia que inhibe la sensacion de dolor. ¢

Coeficiente de correlacién (r?): Es el cuadrado del coeficiente de Pearson y
de la proporcion de variacion de la variable Y que es explicada por la variable X

(variable explicatoria o predictora). (o

Coeficiente de Variaciéon (CV o RSD): No se basa en unidades, se puede
utilizar en lugar de la desviacion estandar para comparar la dispersion de los

conjuntos de datos que tienen diferentes unidades. ()

Control de calidad: Es un sistema de actividades operacionales rutinarias
puestas en el lugar donde se desarrollan los procesos para identificar y corregir

las desviaciones de los requisitos establecidos. (o

Cromatograma: Es la figura gréfica de la respuesta analitica derivada de

la aplicacion de la técnica y el método analitico correspondiente. ¢


https://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica_anal%C3%ADtica
https://es.wikipedia.org/wiki/Sustancia_qu%C3%ADmica
https://es.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
https://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_qu%C3%ADmico
https://es.wikipedia.org/wiki/Ion
https://es.wikipedia.org/wiki/Muestra_(material)
https://es.wikipedia.org/wiki/Conjunto

Derivatizacion: proceso mediante el cual se modifica quimicamente un
compuesto para producir un derivado con nuevas propiedades que faciliten su
andlisis, mejora la estabilidad, volatilidad y deteccion del analito. (s

Desviacion Estandar: Es una medida dispersiobn para variables de razén
(cuantitativas o cantidades racionales) y de intervalo. Se define como la raiz

cuadrada de la varianza de la variable. 1

Desviada al origen: Es el punto en que la linea recta corta el eje y se obtiene

evaluando una funcion cuando x=0. (1,

Documentacion: conjunto de informacion que sustenta una actividad realizada.

(20)

Especificidad: Capacidad de evaluar de manera inequivoca el Analito en
presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible tales

como impurezas, productos de degradacion y componentes de la matriz. (s

Estandar de referencia: Son muestras bien caracterizadas de farmacos y
alimentos especificos provistos por la convencion de la farmacopea de los
Estados Unidos de América, son aprobados como aptos para su uso como

estandares de comparacion en las pruebas o valoraciones documentales.

Exactitud: Expresa la cercania existente entre el valor que es aceptado como
un valor de referencia y el valor encontrado obtenido al aplicar el procedimiento
de analisis un cierto nimero de veces, la exactitud se expresa en términos de

error. (1



Impurezas: Es una sustancia o conjunto de sustancias extrafias que surgen
durante el proceso de fabricacién o durante la vida Gtil de un articulo en el cual
pueden incluir material iniciales, productos intermedios, subproductos, reactivos

o productos de degradacion.

Intervalo de Confianza (IC): Un par o varios pares de numeros entre los cuales
se estima que estaria cierto valor desconocido con una determinada

probabilidad de acierto. ¢,

Limite de cuantificaciéon: Es una prueba caracteristica de las valoraciones
cuantitativas de compuestos que se encuentran en baja concentracion en la
matriz de una muestra tales como impurezas y producto degradacion en
productos, por lo tanto es la minima cantidad de Analito en una muestra que se
puede determinar con precision y exactitud aceptables en las condiciones
experimentales indicadas se expresa en la concentracion del Analito en la

muestra. ()

Limite de deteccion: Es una prueba limite ya que es la cantidad minima del
Analito que puede detectarse en una muestra, aunque no necesariamente
cuantificarse, se expresa habitualmente como concentracion del Analito en la

muestra. ()

Linealidad: determina la proximidad de una curva de calibracion a una linea
recta determinada, por lo cual es un pardmetro importante de los métodos

utilizados para efectuar mediciones en un intervalo de concentraciones. (1

Media aritmética: También llamado promedio de un conjunto finito de niameros

y es el valor caracteristico de una serie de datos cuantitativos. (o



Método Analitico: Descripcién de las secuencia de actividades, recursos,
materiales y parametros que se deben cumplir para llevar a cabo el andlisis de

un componente especifico de la muestra.

Muestra: Material del que se toman porciones para la preparacion de un
sistema susceptible de mediciones que determinen la cantidad de un
constituyente deseado. Es la cantidad de sustancia sometida a diversos
analisis, con el propdésito de encontrar su identidad, su pureza, por métodos

cualitativos o cuantitativos. (o,

Parametros de desempefio: Parametro especifico a estudiar en un protocolo

de validacion.

Pendiente: Es la inclinacion de un elemento lineal, natural o constructivo

respecto de la horizontal.

Precision: grado de concordancia de un grupo de resultados entre si,

dispersion de estos resultados alrededor de una medida.

Producto de degradacion: impureza que resulta de un cambio quimico en el
farmaco ocurrido durante la fabricacion y/o el almacenamiento del producto
farmacéutico por el efecto de, por ejemplo, la luz, temperatura, pH, agua, o por

reaccion con un excipiente y/o sistema de envase-cierre primario.

Protocolo de Validacién: Descripcion de pruebas especificas para demostrar
gue un proceso da resultados que cumplen con los criterios preestablecidos de

manera consistentes.



Sustancia relacionada: son sustancias que estan vinculadas estructuralmente
con un farmaco. Estas sustancias pueden ser a) impurezas identificadas o no
identificadas que surgen del proceso de sintesis como los materiales iniciales,
productos intermedios o subproductos y no aumentan en el almacenamiento o
b) productos de degradacion identificados o no identificados que resultan de los
procesos de fabricacion del farmaco o del producto farmacéutico, o que surgen

durante el almacenamiento del material.

Validacion: Confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos para una utilizacion o aplicacion especifica

prevista.

Validacién de un método analitico: Es el proceso que establece, mediante
estudios en el laboratorio que las caracteristicas de desempeiio del
procedimiento cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.

(11

Verificacion: Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva de

gue se han cumplido los requisitos especificados. (

Verificacion de un método: Es la evaluacion que sirve para determinar si el
procedimiento puede ser utilizado para su propdsito previsto, en las condiciones
de uso reales para un farmaco especifico o matriz de un producto farmaceéutico

determinado. (y,
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USp 5s
Tabla 1 Clriterios de ??ptgciél:s N
mpurezas individuales: mas de 0,1 ;i
Tlezpo s 4 ::':;::‘:’I :: Impurezas totales: No més de 0,5% (i"??:yend o TRES
Retencién | Respuesta | 'No mas e |1r_npurezas) cuantificadas en Impurezas de Eftcign 1%
Nombre ativos | Relativar (% Speng :
Gabapentina 1.0 — - PRUEBAS ESPECIFICAS
Compuesto relaciona- * PH (791
e entina 29 1.0 0,10 ‘S:oluci‘ n g\uestra: Zg mgén;L 8er(1) agua
Compuesto relaciona- riterios de aceptacion: 6,5-8,
do A de gabapenti- * DETERMINACION DE AGUA, Método | (921): No mis *()
na S S 0,1 0,5% it
Compuesto relaciona- REQUISITOS ADICIONALES or
de gabapentina 38 0.33 006 1« ENVASADO Y ALMACENAMIENTO: CONservar en envases b
Cualquier otra impu- cerrados. Almacenar a tenzreralura ambiente, )
reza individual no o ESTANDARES DE SP (11) e
|_identificada = 041 0.10 ER Gabapentina USP S
*Los tiempos de retencidn relativos se calculan basindose en el tiempo ce ER Compuesto Relacionado A de Gabapentina Usp
retencion de gabapentina. X 2-Aza-espiro[4.5]decan-3-ona. )
;k‘os factores der fespuesta ula(elva se <alcqlln§:sb%n:gs; i"a l‘u amgsgxrp‘eh::a CoMy sN(? 153,22
e oo onda de deteccidn (21 i ER C uesto Relacionado B de Gabapentina Usp
s e gsbeyertin 1= ol e sads (13 ne. Kictdo 1 claria-tclonexyacbticn:. T
o IMPUREZAS DE ELUCION TARDIA y CoHiNO, 167,21 i
Diluyente y Solucién amortiguadora: Preparar segin ER C uesto Relacionado D de Gabapentina Usp
se indica en la Valoracidn. o ; Acido ?1—(3-oxo-2-aza-espiro[4. 5)dec- _ﬂmumﬁ
Fase m;i;ligo ;lsc)etomtnlo, metanol y Solucién amortiqua- xil)-acético. i |

CisHsNO; 307,43 4]
Solucion estdndar: 2,8 ug/mL de ER Compuesto Rela- ER Compuesto Relacionado E de Gabapentina USP h
cionado D de Gabapentina USP en Diluyente. Inicial- Acido carboximetil-ciclohexancarboxilico. !
mente disolver el ER Compuesto Relacionado D de Ga- CoH1O; 186,21 el
bapentina USP en una cantidad pequefia de metanal, {id

luego diluir con Diluyente.

Solucién muestra: 14 mg/mL de Gabapentina en I £
sDiluyente T 3
istema cromatografico . 2
(Ver Cromatografia (621), Aptitud del Sisterna.) Gabapentina, Capsulas
f;"&i‘c’éoi"’bv 215 nm aisnmcs:x?a? de Gabapentina contienen no menos de 1
Colimna. 4,61mm % &> o relena L1 90,0% y no mas de 110,0% de la cantidad declarada de
emperatura de la columna: 40° abapentina (CsHyyNO2) %]
Velocidad de flujo: 1 mU/min gabap: AN
Volumen de inyeccion: 20 puL IDENTIFICAGION
Aptitud del sistema o A. ABSORCION EN EL INFRARROJO (197K) e
uestra: Solucidn estdndar Muestra: Vaciar el contenido de no menos de 10 Cép-
Re?““'t“ de aptitud sulas y moler hasta obtener un polvo fino. Usar una = |
Eficiencia de la columna: No menos de 13 600 pla- anﬁé’ad del polvo, equivalente a 2 mg de gabapentina,
tos teoricos : 4 200 mg de bromuro de potasio. B
Desviacién estandar relativa: No mas de 7,0% 8,'-;",105 de aceptacion: Cumplen con los requisitos: -
Analisis A » B. El tiempo de retencién del pico principal de la Solu- |
Muestras:  Solucidn estandor J Solucién muestra cion muestra corresponde al de la Solucion estdndar, se-
[NoTa—No tomar en cuenta [os picos con un tiempo gtin se obtienen en la Valoracion. |

de retenci6n relativo de no més de 0,35, con respecto

a compuesto relacionado D de gabapentina.] VALORACION {2
Calcular el porcentaje de cualquier impureza en la por- * PROCEDIMIENTO s 54|
cién de Gabapentina tomada: Diluyente: 1,2 g/L de fosfato monobasico de potasia

agua. Ajustar con hidroxido de potasio 5N a un pHde.
Resultado = (ry/rs) x (Cs/Cy) % (1/F) x 100 9. S
Fase mévil: Disolver 1,2 g de fosfato monobdsico de

y = rea del pico de cualquier impureza de la potasio en 940 mL de agua. Ajustar con hidréxido de
Solucion muestro i potasio 5N a un pH dega,g, ﬁ';egar 60 ml de acetont-
rs = drea del pico de compuesto relacionado D de trilo y mezclar.

gabapentina de la Solucion esténdar Solucion estandar: 4,0 mg/mL de ER Gabapentina USP
Cs = concentracién de ER Compuesto Relacionado en Diluyente o
D de Gabapentina USP en la Solucién Solucién muestra: Nominalmente, 4,0 mg/mb dg g2
esténdor (mg/mL) ¢ : pentina, a partir del contenido de no menos dé !
Cy = concentracién de Gabapentina en la Solucién Capsulas, equivalente a 100 mg de gabapentind, E‘&
muestra (mg/mL) luyente. Si fuera necesario, someter a ultrasor_\ld;) -
F = factor de respuesta relativa: compuesto rante aproximadamente 60 segundos para disolve
relacionado D de gabapentina, 1; todas las contenido.
otras impurezas, 0,025 Sistema cromatografico

(Ver Cromatografia (621), Aptitud del Sistema.) |



Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 38. Formulario Nacional
NF 33. Volumen 1 (2015). P4g. 1155-1158

ysp 38

Modo: HPLC
petector: UV 210 nm
Columna: 4,6 mm x 25 cm; relleno L7 de 5 um
velocidad de flujo: 1,2 mL/min
Volumen de inyeccién: 50 pL
Aptitud del sistema
Muestra: Solucién estandar
Requlsitos de aptitud
Eficiencia de la columna: No menos de 7000 platos
tedricos
Factor de asimetria: No mas de 2,0
. Desviacién estandar relativa: No mas de 2,0%
Andlisis
Muestras: Solucién esténdar y Solucion muestra
Calcular el porcentaje de la cantidad declarada de gaba-
pentina (CsHisNO2) en la porcion de Cépsulas tomada:

Resultado = (ry/rs) % (Cs/Cy) x 100

M

B = respuesta del pico de la Solucién muestra
7 = respuesta del pico de la Solucién estdndor
G = concentracién de ER Gabapentina USP en la
¢ Solucién estdndor (m?/mL)

@, = concentracion nominal de gabapentina en la

B Solucién muestra (mg/mL)
. Criterios de aceptacién: 90,0%-110,0%

PRUEBAS DE DESEMPENO

 DISOLUCION, (711}

~ Medio: Acido clorhidrico 0,06 N (preparada agregando
- 51 mL de dcido clorhidrico a 10 L de agua); 900 mL

: 1A_parato 2: 50 rpm

- Tiempo: 20 min

'~ Solucion muestra: Filtrar una porcion de la solucién en
analisis usando un filtro adecuado con un tamafo de

- _poro de 0,45 um.

- Fase movil: Preparar segun se indica en la Valoracion.
- Solucion estandar: 0,0011L mg/mL de ER Gabapentina
USP en Medio, en donde L es la cantidad declarada en
- _mg/Capsula
- Sistema cromatografico
(Ver Cromatografia (621), Aptitud del Sistema.)
= Modo: HPL

- Detector: UV 210 nm
Columna: 4,6 mm x 25 cm; relleno L7 de 5 um
- Velocidad de flujo: 1,2 mL/min
- Volumen de inyeccién: 100 pL

.A&tltud del sistema
. Muestra: Solucién estandar
. Requisitos de aptitud
* Eficiencia de la columna: No menos de 7000 platos

tedricos

Factor de asimetria: No mds de 2,0
Desviacién estandar relativa: No mas de 2,0%

'~ Anilisis
- Muestras: Solucidn estandar y Solucion muestra
- Calcular fa cantidad disuelta de gabapentina

. (GH\2NO;), como porcentaje de la cantidad

declarada;

Resultado = (ru/rs) x G x V x (1/L) x 100

v = respuesta del pico de la Solucion muestra

/s = respuesta del pico de la Solucion estandar

G = concentracién de la Solucion esténdar (mg/ml)
& 4 = volumen de Medio en el vaso de disolucidn,

g 900 mlL

L = cantidad declarada (mg/Cépsula)
_Tolerancias: No menos de 80% (Q) de [a cantidad de-
off darada de gabapentina (CsH1;NO5) S

“NIFORMIDAD DE UNIDADES DE DOSIFICACION (905): Cum-
Plen con los requisitos.

R
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IMPUREZAS
* IMPUREZAS ORGANICAS

Diluyente: Preparar segin se indica en la Valoracion.

Solucion A: Disolver 1,2 g de fosfato monobésico de
potasio en 940 mL de agua. Ajustar con hidréxido de
Potasio 5N aun pH de'6,9. Agregar 60 mL de acetoni-
rilo P/ mezclar.

Solucién B: Disolver 1,2 g de fosfato monobasico de
potasio en 700 mL de agua. Ajustar con hidréxido de
potasio 5N a un pH de’6,9. Agregar 300 mL de aceto-
nitrilo y mezclar.

Fase movil: Ver la Tabla 1.

Tabla 1
Tiempo Solucién A Solucién B

(min) (%%) (%)
00 100 0

40 100 0

45.0 0 100
451 100 Q0
50.0 100 a

Solucién estandar: 0,04 mg/mL de ER Gabapentina
USP y de ER Compuesto Relacionado A de Gabapentina
USP en Diluyente

Solucién muestra: Nominalmente 20 mg/mL de gaba-
pentina, a partir del contenido de no menos de 20
Cépsulas, equivalente a 500 mg de gabapentina, en Di-
luyente. Si fuera necesario, someter a ultrasonido du-
rante aproximadamente 30 segundos.

Sistema cromatografico
(Ver Cromatografia (621), Aptitud del Sistema.)

Modo: HPLC

Detector: UV 210 nm

Columna: 4,6 mm x 25 cm; relleno L7 de S um
Velocidad de flujo: 1,5 mL/min

Volumen de inyeccién: SO ul 4 ;g
Aptitud del sistema =
Muestra: Solucién esténdar a
Requisitos de aptitud i
Factor de asimetria: No mds de 2,0 para el pico de £
gabapentina =
Desviacion estandar relativa: No mas de 5,0% para |tz
gabapentina y compuesto relacionado A de =
%abapentina 7
Analisis =

Muestras: Solucion estGndar y Solucidn muestra
Calcular el porcentaje de compuesto relacionado A de
gabapentina en la porcién de Capsulas tomada:

Resultado = (ru/rs) x (Ce/Cy) x 100

i = respuesta del pico de compuesto relacionado
A de gabapentina de la Solucién muestra

rs = respuesta del pico de compuesto relacionado
A de gabapentina de la Solucién estdndor

Cs = concentracion de ER Compuesto Relacionado

A de Gabapentina USP en la Solucién
esténdar (mg/mL)
Cu = concentracidn nominal de gabapentina en la
Solucién muestra (mg/mL)
Calcular el porcentaje de cualquier otro producto de
degradacion no especificado, con relacién al contenido
de gabapentina, en la porcion de Capsulas tomada:

Resultado = (ry/rs) x (Cs/Cy) x 100

n = respuesta del pico de cada impureza no
especificada de la Solucién muestra

s = respuesta del pico de gabapentina de la
Solucidn esténdar

G = concentracion de ER Gabapentina USP en la

Solucién estandar (mg/mL)
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Cy = concentrac de gabapentina en la
= ds.obddnmm(mglmt) por

riterios
Comé)uesto relacionado A de gabapentina: No mas

WWMW No
mtsdeOl
totales: No mas de 1,0%

ommum an

Gabapenti
ER Compuesto lwadomdo A de Gabapentina USP
2-Aza %.g]g;nws-om.

Gabapentina, Tabletas

DEFINICION

Las Tabletas de Gabapentina contienen no menos de 90,0%
y no més de 110,0% de la cantidad declarada de gaba-
pentina (GH\»NO,).

WAQON

« A. ABSORCION EN EL

INFRARROJO
h:,ustra: Moleralge\enoszogl'ablem hastg polvg‘ﬂno
sar una cantidad Eotvoaqmvduuea
tina y 200 mg de bromuro de mg il

Uemg:dentenciénddpocoprhdpal IaSob
correspondealdela Solucién estandar, se-
gunseobdenmen Valoracién,
VALORACION
* PROCEDIMIENTO
te: 1,2 g/L de fosfato monobisico de potasio
lgua Ajustar con hidréxido de potasio 5N a un pH de
FMNMMZQ*MMWO%
potasio en mi agua. Ajustar con hidréxido
5N aun pH de 6,9. 60 mL de acetoni-
lo y mezclar. Fi y s
Sohczsnesundw: 4,0 mL de ER Gabapentina USP
en Diluyente
Solucion muestra: 4,0 'mL de ina, a partir
de no menos de 20 T a polvo fino, en
Dlluyente

Crm(ﬂ‘l), Aptitud del Sistema.)

Detector: UV 210 nm
Columna: 46mmx2$cm,relenol.7de5wn
Volumen de inyeccérs. SO0

del sistema

:  Solucion estdndar
R os de aptitud
E cia de la columna: No menos de 7000 platos
tedricos
Factor de asimetria: No mas de 2,0
Desviacién estandar relativa:

No més de 2,0% para
tina
isis
Muesm:: Solucién esténdar y Solucién
Calcular el tqedelucanddod dedaudade
C.HnNO:enlapovciénde abletas tomada:

Resultado= (ry/rs) x (Cs/Cy) x 100
u = respuesta del pico de la Solucion muestra

PRUEBAS DE
. m(ﬂl)
ruoba

<

dovh‘dncoOMN(Sl mL de
hidlkomlOLdelg\n):
50 rpm

45 min
muestra: Pasar una porcién de |
mﬂu;amsdcmﬁmﬁuadodeau
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ANEXOD 2: Ejemplos para la Determinacién de Parametros Estadisticos para Métodos
Quimicos de Analisis,

1. Selectividad/ Especificidad.

&dﬁhﬂmd&hsﬂe&mdﬂicmmag&mdmmﬂpamhﬁrﬁdhd&sddmﬁﬂsdem
con y sin analito en presencia o ausenda de impurezas, productos de degradacion, sustandas
relacionadas, exdpientes (matriz o placebo), y dependiendo del tipo de muestra, tipo de témica analitica,
instrumento de medicion. Partiendo de la experiencia en el andlisis de la muestra, se deben establecer las
posibles sustandas yfo elementos y adicionar cantidades conocidas de éstas, solas o combinadas a la
muestra y evaluar su respuesta al método, bajo las mismas condiciones de analisis.

Para métodos de Identificacicn
Se deben seleccionar sustancias que potendalmente interfieran en la determinacidn con base en la
estructura molecular del analito, precursores, sustandas relacionadas, vias degradativas, entre otros.

Esecispmedelagmpmsedebenaﬁnmurshsal analito y/o a la muestra analitica en niveles
que induya la espedficacidn. Analizar como lo indica el método.

Cuando no se dispone de las impurezas, la muestra que contiene el analito debe someterse a condiciones
que generen su inestabilidad quimica (e, calor, humedad, hidrdlisis, acido-basica y oxidacién) y aplicar el
método a la muestra resultante.

Para metodos de imite de impurezas

Proceder a analizar, como lo indica el método los siguientes:

- Muestras individuales de la impureza (organicas, inonganicas, o solventes residuales).
- El producto (de pureza aceptable)

- la mezcla de estos.

5 Enﬂhmhsprodumsdedegradamm preparar muestras

- La matriz sola

- con matriz adicionada de estos

- la matriz adicionada del analito

- la matriz adicionada analito y de productos de degradacion.

Analizar como bo indica &l método.

Para analisis farmacéuticos si no se tienen los posibles productos de degradacion se pueden emplear,

dependiendo de la naturaleza quimica del analito y si es posible, las siguientes condiciones para favorecer
la inestabilidad del analito en la muestra
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Condiciones

1. . Calentar en un homo desde 709C a 1209C o a 200C por
debajo del punto de fusion del analito 2 a 4 semanas

2. Exponer a luz UV, fluorescente yjo humedad relativa, por un
tiempo apropiado dependiendo de cada analito,

Analito, matriz y muestra 3. Hacer soluciones, ajustando el pH de 1 a 2 (HO 0.1N)y/o de 10
a 12 (NaDH 0.1N) y someterlas a 609C por un tiempo apropiado
dependiendo de cada analito.

4, Para muestras liquidas o semisdlidas (formas farmacéuticas)
adicionar perdxido de hidrogeno (3%) para favorecer la

Estos estudios no se deben levar a cabo para analitos que segun la bibliografia, tengan propiedades
reactivas que puedan dar lugar a condiciones inseguras al someter las muestras a las condidones antes
mencionadas. El iempo y las condiciones se seleccionan con el fin de degradar al analito a niveles de un
15 a 30%.

En el caso de métodos no seledtives, como por ejemplo los métodos que utilizan sistemas de medicidn
volumétricas, la espedficidad para los componentes de una muestra, es sustentada con los resultados de
exactitud y linealidad del método cumplides los criterios de aceptacion,

Cuando haya duda en la demostracion de la espedficidad de un método analitico, se sugiere que sea
imvestigada por otra metodologia de soporte.

Los resultados del estudio de selectividad estan vinculados principalmente al origen de la
muestra, su preparacion y las condiciones instrumentales. Cualquier cambio en estos factores
supone reconsiderar el estudio realizado.

Criterios de aceptacion
La respuesta del métode debe ser dnicamente debida al analito.

2. Estabilidad analitica de la muestra

El analista debe establecer la etapa de andlisis en la cual se desea evaluar la estabilidad, ademas de
determinar si en dicha etapa es posible fracconar (muestras dependientes) o no (muestras
independientes) y las condidones de almacenaje.

Muestras dependientes

El analista debe procesar hasta la etapa preestablecida por lo menos por triplicado una muestra
homogénea.

Fracdionar cada una de las preparaciones de acuerdo a las condiciones de almacenaje (Ambients,

Refrigeracion, t 9C , etc. durante un tiempo determinado ) de interés, Terminar el andlisis de una de las
fracciones de cada preparacion. Proseguir €l andlisis de cada una de las fracciones al término de cada
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Calcular el valor de la pendiente (b), |a ordenada en el origen (a), el coeficiente de determinacion ( r® Jy
el intervalo de confianza para la pendiente [ IC(b)).Si el método presenta un ajuste distinto a la linea
recta, utilizar |a estadistica apropiada y justificarla.

El intervalo (rango) esta en funciin del propdsito del método, y por lo general se expresa como

Es antico que el intervalo no exduya valores de concentracicn que potencialmente puedan dar lugar al
contenido del analo en la muestra.

En analisis farmacsutico:
- Para Contenidofvaloracion/Potencia, sugiere un minimo de + 20%°
- |Para Contenido [ Valoracién de impurezas desde un nivel apropiado hasta un —20% por arriba de
la especificacion,
- Para métodos indicadores de estabilidad desde un nivel apropiado hasta un 120%.

Criterios de aceptacion
=098
IC (By). no debe incluir el cero

4. Linealidad del método y Rango

Un analista debe preparar una matriz con el tipo de componentes que generalmente estin presentes en la
muestra.

A la cantidad de matriz analitico equivalente a una muestra analitica por triplicado, adicionare la cantidad
de analito (puede ser una sustancia de referenda secundaria) correspondiente al 100% de este en la
muestra,

Seleccionar al menos dos niveles, superior e inferior de la cantidad del analito (intervalo) y preparar el
matriz adicionado al menos por triplicado a cada nivel, manteniendo constante kb cantidad de matriz
analitico en los tres niveles.

Los mabriz adicionados deben ser analizados por un misme analista bajo las mismas condiciones,
utilizando como referencia, la sustanda empleada en |a adicion al matriz analitico.
Como lo indica el método, preparar 3 soluciones estandar al 100% de la concentracicn tedrica.
Realizar una determinacion de cada matriz adidonado, de acuerdo a la siguiente secuencia:
- [Estandar
- Mahiz adicionado nivel inferior
- Mahiz adicionado 100%
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- Matriz adicionado nivel superior

- Hasta terminar los 3 bloques

Hacer cakulos, como bo indica el método para cada blogue de muestras con referencia a su estandar
respectivo. Determinar la cantidad recuperada del analito.

No se conocen los componentes de la muestra
Un analista debe analizar la muestra con el método, para determinar el contenido del analito.

El mismo analista debe preparar por lo menos 3 muestras adidionadas, por ejemplo utilizando la mitad de
la muestra analitica que originalmente requiere &l método y adicionar el analito (puede ser una sustanda
de referenda secundaria) hasta completar bo que represente el 100% de éste en la muestra.

Selecdonar al menos dos niveles, superior e inferior de la cantidad del analto (intervale) y preparar la
muestra adicionada al menos por triplicado a cada nivel, manteniendo constante la cantidad de muestra
en los tres niveles,

Las muestras adicionadas deben ser analizadas por un mismo analista bajo las mismas condiciones
utilizando como referencia la sustanda empleada en la adicion de la muestra.

Realizar una determinacidn de cada preparacion de muestra, de acuerdo a la siguiente secuencia:
- Estandar
- Muestra adicionada nivel inferior
- Muestra adicionada 100%
- Muestra adicionada nivel superior
- Hasta terminar los 3 blogues

Hacer cakulos, como ko indica el método para cada blogue de muestras con referencia a su estandar
respectivo,

Determinar la cantidad recuperada del analito.

Cuando no sea posible adicionar de manera directa el analito a kb muestra, la adicidn pude ser llevada a
cabo en alguna etapa del método. Se recomienda que la adicidon se lleve a cabo en las primeras etapas
del método, para poder asegurar que las etapas posteriores, no den lugar a resultados incommechos.

Por ejemplo, si una muestra se debe extraer, filtrar y diluir, es conveniente que la adicion se lleve a cabo
ankes de extraer; ya que si existiera algun problema con la extracdén o con la filkracion, puede dar lugar
a resultados incorrectos si el analito se adiciona a la muesira o matriz analitico hasta antes de diluir.

El inbervalo (rango) de la concentradion del analito adiconado, depende del proposito del método y debe
incluir la especificacion, bos limites seglin una normativa en particular.

En analisis farmacéutico segun la guia ICH Q2A se recomienda los rangos segiin el propdsito
de método cuantitativo.
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Rango recomendado para
estudiar la linealidad
Valoracién del contenide de En especialidades farmacéuticas
principio activo de 90 — 110% a caducidad
respecto al valor nominal En 80 -120%
materia prima 98 — 102% o 99 -
101%
Uniformidad de contenido 85 -115% 70 -130% (*)
Disolucion de principio activo Siendo @ la especificadon + 20% respecto a la
Cuantificacion de Impurezas Depende de cada impureza Desde el imite de cuantificacion
o desde el 50% de la
espedificacion limite de cada
impureza hasta un 120% de
dicha .

) En of caso de que f procecimiento analtico pars &f andisis del contenkio y & de unitemidad colncklan, pusde aprevecharse &
MM FANge p evaluar B BResiiad uwia sol ver enfre &f 70 — 130%

Reportar la relacidn cantidad adidonada vs cantidad recuperada o sefial obtenida

Uilizando &l método de estimacion por minimos cuadrados, caloular el valor de la pendiente (b), la
ordenada en el origen (a), el coefidente de determinacidn (r*), el intervalo de confianza para la pendiente
(IC(b)), & intervalo de confianza para la ordenada al origen (I{a)), y el coeficiente de variadon de
regresidn (CV . ).

Caloular
Promedio aritmética, la desviadon estandar (S), el coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza
para la media poblacional IC (p) del porcentaje de recobro.

Criterios de aceptacion
Cantidad adicionada vs cantidad recuperada
= 0,95 (El oriterio de aceptacion definide por el laboratorio dependera del tipo de andlisis y del
nivel de concentracidn del analito en la matriz.)
- IC (b}, debe induir la unidad
- IC {a), debe incluir &l cera
- H(cV ) del porcentaje de recobro no = 2% si el método es volumétrico o cromatografico, no =
3% si el método es quimico o espectrofotométrico

Criterios de aceptacién

Cantidad adicionada vs. Sefial obtenida
- *=0.95 (El criterio de aceptacidn definido por el laboratorio dependera del tipo de andlisis y del
- IC {b), no debe incluir &l cero
- HE{CV ) del porcentaje de recobro no = 2% si el método es volumétrico o cromatografico, no =

3% si el método es quimico o espectrofotométrico
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Porcentaje de recobro

- De acuerdo al anexo 2.

5. Intervalo o Rango

Para cualquier método cuantitative es necesario determinar el intervalo de concentraciones del analito o
los valores de la propiedad relacionada, sobre los cuales el método puede aplicarse. En el extremo inferior
del intervalo de concentracion los factores limitantes son los valores del limite de deteccicn yfo de
cuantificacion. En el extremo superior del intervalo de concentracion las limitaciones seran impuestas por
varios efectos que dependen del sistema de respuesta del instrumento.

Fartificar alicuotas de un blanco | A partir de los resultados caloular | Bl imite de cuantificacion forma

de muestra a varias | el limite de cuantificacion efectivamente e  extremo
concentraciones  del  analito inferior del rango o intervalo de
cercanas al imite de deteccidn. trabajo.

Es aconsejable investigar la varianza a lo largo del intervalo de trabajo. La relacion entre la respussta del
instrumento con la concentracion no tiene que ser perfectamente lineal para que un metodo sea efectivo,
pero la curva debe ser repetible dia con dia, Observe que los intervalos de trabajo pueden ser diferentes
para distintas matrices de acuerdo al efedo de las interferendias que produce la matriz.(7)

6. Exactibud

6.1 Veracidad
La evaluaciin practica de la veracidad se fundamenta en la comparacion de la media de los resultados de
un método con relacidn a valores conocidos, es decdir, la veracidad se determina contra un valor de
referenda.

Se dispone de dos téonicas basicas: Verificacion con respecto a los valores de referendia de un material
caracterizado y comparacion con otro método caracterizado.

Para werificar la veraddad utilizando un material de referencia, se determina la media y la desviacion
estandar de una serie de réplicas de una prueba y se compara contra el valor caracterizado del material
de referencia, El materal de referenda ideal seria un material certificado de matriz natwral, muy
semejante a la muestra de interés, Claramente la disponibilidad de éstos materiales es limitada. Los
materiales de referencia para una validacion pueden ser:
a) Preparados por adicidn de materiales tipicos con materiales de referendia con pureza certificada u
otros materiales de pureza y estabilidad adecuada.
b) Materiales tipicos bien caracherizados, de estabilidad verificada intermamente y conservados para
control de calidad intermno,
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Analisis Tratamiento de datos Comentarios
Efectuar 10 réplicas del material | Comparar con un contraste Contraste —4| de un valor
de referenda usando el método | estadistico adecuado el valor conocido contra una media
a validar. medic con el valor del material poblacional

de referencia utilizado.

Efectuar 10 réplicas del material | Comparar con un contraste Contraste —| de Comparacicn
de referenda usando el método | estadistico adecuado los valores | de dos medias
a validar y un método oficial o medios del material de referenda
validado. obtenido por ambos metodos

The Fitness for Purposa of Analytical Methods. A Laboratory Guide to Method Validation and Related
Topics. First Edition 1998, EURACHEM

6.2 Porcentaje de Recobro
Debe evaluarse en al menos tres réplicas de tres niveles de concentracion, induidos en el rango de
trabajo del método. (Ver linealidad del métoada)

7. Precision.
La precision es medida mediante la repetibilidad, reproducibilidad y precision intermedia.
REPETIBILIDAD: Estudia la variabilidad del método efechuando una serie de andlisis sobre la misma
muestra en las mismas condiciones operativas (un mismo analista, mismos aparatos y reactivos, etc.) en
un mismo laboratorio y en un tiempo de tiempo corto.
PRECISION INTERMEDIA: Estudia la variabilidad del método efechuiando una serie de analisis sobre la

misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes (diferentes analistas, aparatos, dias, etc.) y en
un mismo laboratorio.

REPRODUCIBILIDAL: Estudia la variabilidad metodo bajo condiciones operativas diferentes y en distintos
|aboratorios.

Tratamiento de datos

10 réplicas de un material de
referenda utilizando mismo
analista, equipo y Bboratorio,
en un periodo de tiempo corto.
10 réplicas de un material de Determinar la desviacion
referendia, utilizando diferente A
analista, equipo, y mismo
laboratorio y periodao.
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10 réplicas de un material de Determinar la desviacion Determina la reproducibilidad
referenda utilizando diferentes | estandar de los resultados
analistas, equipos y laboratorio

prolongado
The Fitness for Purpose of Analytical Methods. A Laboratory Guide to Method Validation and Related
Topics. First Edition 1998. EURACHEM

8. Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacidn.

Estos parametros se relacionan con la cantidad de analito requerida para dar un resultado significativo,
cualitativo o cuantitativo. Segin Un resultado “positive” no es suficiente para que el analista considerse
detectado un analito. Se precisa ademas, conocer & limite de deteccidn en las condiciones del método; de
lo contrario se puede incurrir en un falso positive: suponer el analito presente en la muestra cuando de
hecho no lo esta, El imite de Cuantificacion es un términe cuantitativo (menor cantidad medible) mientras
que al imite de detecdon es cuslitative (menor cantidad detectable). Numéricamente es mayor & limite
de Cuantificacidon y representa la menor cantidad de analito que puede analizarse con un % de
Coeficiente de Variadon y de Recuperacion aceptables. Concentraciones menores pueden detectarse pero
no cuantificarse. Si las concentraciones a determinar son elevadas, se puede sustituir su estudio por la
determinacicon de la predsicn y la exactihud a la concentracicn mas baja que presente el analito en la
practica.

DETERMINACION DE LOS LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION.

a. Relacidn senal-ruido.
Se compara la respuesta del blanco de la muestra (matriz de la muestra conteniendo todos los excipientes
excepto el analite a estudiar) con la respuesta de muestras preparadas por la adicion de pequefias
cantidades de analito al blanco.
Se obtiene, primero el nivel medio de ruido del blanco y se multiplica por 2 6 3 para &l imite de deteccicn
y por 6 0 10 para el imite de cuantificacion. Estos valores se comparan con las respuestas de la serie de
blancos con analito, hallandose finalmente la concentracidn de analito que corresponde al valor de b
sefial.

b. Estudio de la menor cantidad detectable.

El limite de deteccidn se determina mediante el andlisis de muestras con cantidades o concentraciones
conocidas de analito y estableciendo el nivel minimo en el que este puede detectarse fiablemente,

Este se emplea en cromatografia en capa fina para hallar el imite de deteccdn de las impurezas yfo
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Preparacion de Soluciones Reactivos



Listado de Reactivos
- Solucién de Hidroxido de Potasio 5 N
- Buffer Fosfato monobasico de potasio pH 6.9 (Diluyente)

Preparacién
Solucion de Hidréxido de potasio 5 N: Disolver poco a poco 28.055 g de

Hidroxido de potasio en 100 mL de agua destilada.

Buffer Fosfato monobéasico de potasio pH 6.9: Disolver 1.2 g de fosfato
monobasico de potasio en 1000 mL de agua destilada. Ajustar a pH de 6.9 con

solucion de Hidroxido de potasio 5 N.

A
v




Especificaciones de reactivos

Fosfato monobasico de potasio (Bifosfato de potasio; fosfato Diacido de
potasio); KH2PO4- 136.09. [7778-77-0]- usar grado ACS.

Hidroxido de Potasio, KOH- 56.11 [1310-58-3]- usar grado reactivo ACS.



ANEXO N° 4
Formato de protocolo de verificacion para el analisis del Compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina.



Formato de protocolo de verificacion para el analisis del Compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina.

PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA

300mg
Cégi‘go: P{/Gl Revision: 0 Pagina 1 de 3
A. OBJETIVO
Se colocara la finalidad de la verificacion del método y propuestas de fechas de
inicio y final.
B. ALCANCE

Determinacion del Compuesto Relacionado “A" de Gabapentina por
Cromatografia Liquida de Alta presion empleando el método de analisis de la

Farmacopea de los Estados Unidos (USP 38)

C. RESPONSABLES
Jefe de Laboratorio

Quimicos Analistas

D. PARAMETROS A ESTUDIAR
Se colocaran los parametros de desempefio a estudiar los cuales se
seleccionan en funcién de las caracteristicas de la muestra, tipo de método

analitico y rango de concentracion del analito.




PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPENTINA CAPSULA
300mg

Cdédigo: PVG1 Revision: 0 Pagina 2 de 3

E. MUESTRAS
Se definirh el tipo de muestra, identificacion, preservacion (si aplica)
tratamiento previo, almacenamiento previo al andlisis (si aplica), disposicion

final.

F. EQUIPOS INVOLUCRADOS EN LA VALIDACION

Seran identificados los equipos implicados en el proceso de verificacion (pH
metros, balanzas, cromatégrafos, etc.), y documentar que estan
convenientemente calificados y calibrados, referenciando estos datos en el

informe de verificacion.

G. DESCRIPCION DEL METODO ANALITICO
Debera describirse el método tal cual sera puesto en el uso rutinario, detallando
todos los elementos abajo mencionado, y haciendo énfasis en puntos criticos
de la metodologia, condiciones instrumentales y numero de repeticiones,
verificacion de idoneidad de las condiciones operatorias definidas, formulas
para el calculo de resultados y su tratamiento estadistico si es necesario,
bibliografia y referencias.

- REACTIVOS

- ESTANDARES

- MATERIALES

- INSTRUMENTACION

- CONDICIONES AMBIENTALES
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PROTOCOLO DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

Cdédigo: PVG1

Revisién: 0
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- MEDIDAS DE SEGURIDAD PARA EL USO DE REACTIVOS

- PREPARACION DE REACTIVOS

- PREPARACION DE ESTANDARES
- PREPARACION DE LA MUESTRA
- PROCEDIMIENTO

- CALCULOS

H. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LOS PARAMETROS

EVALUAR

Se realizara una tabla que permita visualizar los parametros de desemperio,

como se hara la determinacion de cada parametro de desempefio y que se

reportara para la evaluacion final.

|. BIBLIOGRAFIA

- Farmacopea de Los Estados Unidos USP 38

- Guia de Validacion de Métodos Analiticos Fisicoquimicos del Organismo

Salvadorefio de Acreditacion.

- Guia de validacion de Métodos Analiticos.

J. ANEXOS




ANEXO N°5

Marchas analiticas de Parametros de Desempefio



Marchas analiticas de Pardmetros de Desempefio

Preparacién de soluciones estandar:

1. Pesar 10.0 mg de estandar de Gabapentina al 100% de su pureza y
colocar en balén de 100.0 mL

2. Pesar 10.0 mg de estandar de Compuesto Relacionado “A” de
Gabapentina al 100% de su pureza y colocar en otro balén de 100.0 mL
Agregar 50.0 ml de diluyente y ultrasonificar por 5 minutos cada balén.
Aforar con el mismo diluyente y homogenizar.
Tomar alicuota de 4.0 mL de cada solucion y transferir a un balon de 10.0

mL. Aforar con diluyente y homogenizar.

Diluyente
10.0 mg de std — 100.0 mL
Gabapentina l
40mL — 3 10.0mL
[Gabapentina]= 0.04 mg/ mL
Diluyente [Compuesto relacionado “A” de
10.0 mg de std — 100.0mL Gabapentina]= 0.04 mg/ mL
Compuesto
Relacionado “A” de l
Gabapentina
4.0 mL

Preparacion de solucion muestra:

1. Pesar equivalente a 500 mg de Gabapentina partiendo del contenido neto
de no menos de 20 capsulas, y colocar en un balén de 25.0 mL
Agregar 15 mL de diluyente y ultrasonificar por 10 minutos.

3. Aforar con el mismo diluyente y homogenizar.

Diluyente

Pmx= 500 mg de Gabapentina — 25.0 mL



Exactitud
1. Preparar 3 soluciones estandar de Gabapentina y 3 soluciones estandar de
compuesto relacionado “A” de Gabapentina con una concentracion final de

0.04 mg/mL de la siguiente forma:

10.0 mg estandar de )
Gabapentina {

(9]
e
100.0 mL 4.0 mL
10.0 mg estandar de 10.0 mL

compuesto relacionado “A”
de Gabapentina

100.0 mL 4.0 mL

2. Preparar 3 muestras al 80% (placebo+ 400 mg de std Gabapentina+ 0.32

mg std Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina)

Mx 1 80% Mx 2 80% Mx 3 80%

25.0 mL 25.0 mL 25.0 mL



3 Muestras al 100% (placebo + 500 mg std Gabapentina + 0.40 de std

Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina)

Mx 1 100% Mx 2 100% Mx 3 100%

25.0mL 25.0 mL 25.0 mL

3  muestras al120% (placebo+ 600 mg std Gabapentina + 0.48 mg std

Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina)

Mx 1 120% Mx 2 120% Mx 3 120%

25.0 mL 25.0 mL 25.0 mL

3. Determinar el area de cada solucién en el siguiente orden:

Std 1 de Gabapentina

y de compuesto Mx 1 al 80% Mx 1 al 100% Mx 1 al 120%
relacionado “A

10.0 mL 25.0 mL 25.0 mL 25.0 mL

Hasta terminar con la serie.

Precision del Método y Precision Intermedia

1. Preparar 6 soluciones estandar de Gabapentina y 3 soluciones estandar de
compuesto relacionado “A” de Gabapentina con una concentracion final de

0.04 mg/mL de la siguiente forma:



10.0 mg estandar de
Gabapentina

100.0 mL 4.0 mL
10.0 mg estandar de 10.0 mL

compuesto relacionado “A”
de Gabapentina

=

 —_

100.0 mL 4.0 mL

1. Preparar 6 soluciones muestra de Gabapentina capsula con una

concentracion final de 20 mg/ mL

Mx 1 Mx 2 Mx 3 Mx 4 Mx 5 Mx 6
25.0mL 25.0 mL 25.0 mL 25.0 mL 25.0mL 25.0mL

2. Determinar el area de cada solucion alternando estandar y muestra en el

siguiente orden:
Std 1 Mx 1 Std 2 Mx 2 Std 3 Mx 3

S S S S .

10.0 mL 25.0 mL 10.0 mL 25.0 mL 10.0 mL 25.0mL



Hasta terminar con la secuencia.

Limite de Cuantificacion

1. Preparar 5 viales con solucion blanco (diluyente)

Vial 1 Vial 2 Vial 3 Vial 4 Vial 5

2. Preparar soluciones muestras de la siguiente manera:

10.0 mg — 100.0ml
Std Compuesto
Relacionado “A” l
4.0mL—™ 10.0 mL

|

1.0 mL—>100.0 mL

|

1.0mL —» 10.0mL 0.1%

v
2.0mL — 100.0 mL 2%

v

1.0mL —» 200mL 5%

v

20mL — 250mL 8%

v
20mL — 20.0mL 10 %

3. determinar el &rea de cada solucién empezando con un blanco y luego una

muestra hasta terminar la secuencia.



Especificidad

1. Preparar 2 soluciones estandar de Gabapentina y 3 soluciones estandar de

compuesto relacionado “A” de Gabapentina con una concentracion final de

0.04 mg/mL de la siguiente forma:

10.0 mg estandar de
Gabapentina

100.0 mL 4.0 mL

10.0 mg estandar de
compuesto relacionado “A”
de Gabapentina

g_.

100.0 mL 4.0 mL

10.0 mL

2. Dos soluciones muestra de Gabapentina capsula con una concentracion final

de 20.0 mg/ mL

Pmx= 500 mg Gabapentina —— ﬂ

3. Preparar dos soluciones de placebo

Placebo ——»
25.0 mL



ANEXO N°6
Tabla de formulas a utilizar para célculos

de parametros de desempefo yuieo



Tabla N°46. Férmulas para céalculos

n= ndmero de recobros.

Media aritmética s = Xy
} n
Desviacién estandar . =
S |E(X] —X)?
‘\Il n—1
Coeficiente de variacion (RSD) cV = s % 100
y

Intervalo de confianza _ s
IC(W) =¥ itl}.'}?E,n—lﬁ
W
Coeficiente de determinacion 2 [n(Txy) — (Tx)(Ty)]?
[n(Zx7) - (E0[n(Zy") - (Zy)?]
ExX
Ty -2
r =
[ . P
(352 — ) (32 _ @)
Coeficiente de correlaciéon -»."(Ex n )(ZF n )

Concentraciéon real de estandar

peso de estandar (mg)X {purezalzrmn}
€= FD estandar

Factor de respuesta de estandar

conc, real de estandar

area de estindar




Tabla N°46. (continuacion)

area X FRXFDp,, XP;;

Concentracion de muestra Crmnx P
mx
g, _ Cqx100
% IHrR = "Jrr'cutula

Porcentaje sobre lo rotulado
Concentracion de muestra en Copx = drea XFRXFD,,,
Recobro (exactitud)

04 recobro = Con: X IUUF

cantidad de analito agregada

Porcentaje de Recobro

g impureza = {r“frr-g )x {Eglﬂr.;_u} X100
Porcentaje de impureza presente en

cada capsula de Gabapentina

FR = factor de respuesta de estandar

FD = factor de dilucion

P 20 = peso promedio de 20 capsulas

P mx =peso muestra

ru = respuesta del pico de compuesto relacionado A de Gabapentina de la
solucion muestra

rs = respuesta del pico de compuesto relacionado A de Gabapentina de la
solucion estandar

Cs = concentracién de ER compuesto Relacionado A de Gabapentina USP en la
solucion estandar (mg/mL)

Cu = concentracion nominal de Gabapentina en la solucién muestra (mg/mL)



ANEXO N°7

Formato del Informe de verificacion para el analisis del Compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina.



Formato del Informe de verificacion para el analisis del Compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina.

INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

i =i

Cédigo: IVG1 Revisién: 0 Péagina 1 de 2

A. OBJETIVO

Se consideraran los parametros de calidad para evaluar el Método de
determinacion del Compuesto Relacionado A en las capsulas de Gabapentina
300 mg.

B. ALCANCE

Determinacion y Cuantificacion del Compuesto Relacionado A de Gabapentina
en capsulas de Gabapentina 300 mg por Cromatografia Liquida de Alta presion
a una longitud de onda de 210 nm empleando el método de la Farmacopea de
los Estados Unidos USP 38.

C. RESPONSABLES

Jefe de Laboratorio y Quimicos Analistas

D. EQUIPOS INVOLUCRADOS EN LA VERIFICACION

Seran mencionaran los equipos empleados en el proceso de verificacion (pH
metros, balanzas, cromatografos, etc.), y documentard& que estan
convenientemente calibrados, referenciando estos datos en el informe de

verificacion.



INFORME DE VERIFICACION PARA COMPUESTO
RELACIONADO “A" DE GABAPETINA CAPSULA
300mg

=1

5o

Cddigo: IVG1 Revisién: 0 Pégina 2 de 2

E. PARAMETROS DE DESEMPENO ESTUDIADOS
Se elaborara una tabla que permita visualizar los parametros de desempefio
evaluados, como se realiz6 la determinacibn de cada parametro y que se

reportara para la evaluacion final.

F. RESULTADOS DE LA VERIFICACION DEL METODO ANALITICO

Se elaborara una tabla que “permita visualizar cada parametro de desempefio
evaluado, la especificacion de cada uno de ellos, el resultado obtenido y el

dictamen de si cumple o no cumple el parametro de desempefio evaluado.

G. CONCLUSIONES Y DICTAMEN DE LA VERIFICACION DEL METODO
ANALITICO.
Basado en los resultados obtenidos, se concluird sobre el método analitico

evaluado y se emitira un dictamen.



ANEXO N°8

Cromatograma del estandar de Gabapentina para la prueba de ensayo de
Gabapentina capsula.



QUIPO15

ia prueba 3

Page 1of 1

Chromatogram and Results

|Injection Details

Injection Name:
Vial Number:
Injection Type:
Calibration Level:
Instrument Method:
Processing Method:

GABAPENTINA USP

RAS

Calibration Standard

Run Time (min):
Injection Volume:

Channel:
Wavelength:
Bandwidth:
Dilution Factor:

Sample Weight:

50.00
50.00
Uv_VIS_1
210.0

2

1.0000
1.0000

Chromatogram

ia prueba 3 #5

GABAPENTINA USP

UV_VIS_1

35.0 3

mAU

30.04

2504

20.04

15.04

10.0 4

5.0

0.0 N

-5.04

-10.0

1 0.699 - gabapentina USP - 4.750

0.0 5.0

T
200

T
25.0

30.0

No. |Injection Name

Ret.Time
min
uv_VIS_1

Area
mAU*min
Uv_VIS_1

ina USP

USP |g

Height
mAU
UV_VIS_1

gabapentina
UsP

5 GABAPENTINA USP

4.750

0.699

3.803

Default/Integration

Figura N°17 Cromatograma del estandar de Gabapentina

Chromeleon (c) Dionex

Version 7.2.2.6394



ANEXO N°9

Cromatograma del estandar del Compuesto Relacionado “A” de

Gabapentina para la determinacion de la impureza



Figura N° 18 Cromatograma del estandar del Compuesto Relacionado “A” de

Gabapentina



ANEXO N°10

Cromatograma del blanco y placebo para prueba de ensayo de

Gabapentina



Figura N°19 Cromatograma del blanco y placebo



ANEXO N°11

Cromatograma del producto farmacéutico Gabapentina capsula



Figura N°20 Cromatograma del producto farmacéutico Gabapentina capsula



ANEXO N°12
Cromatograma de las 3 muestras de Gabapentina capsula para la prueba

de ensayo de Gabapentina.



EQUIPO15 :contenido quimico Page 10f 1
Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: muestras Run Time (min):  10.00
Vial Number: RAS5 Injection Volume: 50.00
Injection Type: unknown Channel: Uv_vis_1
Calibration Level: Wavelength: 210.0
Instrument Method: Gabapentina (activo) Bandwidth: 2
Processing Method: gabapentina (activo) Dilution Factor: 1.0000
é 5 Sample Weight: _ 1.0000
Chromatogram
o * 3 - contenido quimico #9 gabantin- mx 1 UV_VIS_1
mAU 170.197 - gabapentina - 5.973
250 1
125
04 I
T T
3:2 4 ™ 2 - contenido quimico #10 gabantin- mx 2 UV_VIS_1
I mau 170.028 - gabapentina - 5.957
250
125
0 1 T TTIiTY
3:2 2 1 - contenido quimico #11 gabantin- mx 3 UV_VIS_1
mAU 170.100 - gabapentina - 5.853
250
125
o] 1
¥ T i
-50- T T T T T T T T o
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 8.0 10.0
[Integration Results
No. |Injection Name Ret.Time Area Amount % SIR
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
gabapentina gabapentina gabapentina gabapentina
9 gabantin- mx 1 5.973 70.197 290.1550 96.7183
No. |lInjection Name Ret.Time Area Amount % SIR
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
gabapentina gabapentina gabapentina gabapentina
10 gabantin- mx 2 5.957 70.028 289.2424 96.4852
No. |Injection Name Ret.Time Area Amount % SIR
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 Uv_VIS_1
gabapentina gabapentina gabapentina gabapentina
1 gabantin- mx 3 5.953 70.100 289.9663 96.6554
Chromeleon (c) Dionex
DefaulV/integration Version 7.2.2.6394

Figura N°21 Cromatograma del ensayo de Gabapentina de Lote 1



ANEXO N°13
Cromatograma de la precision del método del Compuesto Relacionado

“A” de Gabapentina capsula.



Figura N°22 Cromatograma de la precision del método del compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina capsula.



ANEXO N° 14
Cromatograma del estandar y muestra de la Precision Intermedia del

Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina capsula.



==== Shimadzu LCsolution Summary Report ====

<Chromatogram>
Estandar 1 001.lcd
gy 10 < DetAChI
2
aQ
c
10000+
] g
] £
5000+ g
1 [}
] Q
]
50001
-100004
B L N L e o oy L L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
min
<Summary Report>
<< Detector A>>
1D#1 Compound Name: Gabapentina
Title Sample Name| SampleID | Ret Time Area Height | Conc. |
Estandar 1 001.lcd Estandar 1 |STD-0001 4.990 67120 280! .000
4.990 67120 280 | .000
0.000 0.000 0.000 .000
4.990 67120 3280 .000
4.990 67120 3280 .000
Standard Deviation 0.000 0 0 0.000
1D#2 Compound Name: Compuesto Relacionado A
| Title Sample Name| Sample D | Ret Time Area Height Conc.
|Estandar 1 001.Icd Estandar1 | STD-0001 26.014 833493 20359 1.000
Average 26.014 833493 20359 .000
%RSD 0.000 0.000 0.000 .000
Maximum 26.014 833493 20359 .000
Minimum 26.014 833493 20359 1.000
Standard Deviation 0.000 0 0 0.000

Figura N°23 Cromatograma del estandar de la Precision Intermedia del

compuesto Relacionado “A” de Gabapentina capsula.



Figura N°24 Cromatograma de la muestra de la Precision Intermedia de

Gabapentina capsula.



ANEXO N° 15
Cromatograma de la exactitud (Recobro) del Compuesto Relacionado “A”

de Gabapentina capsula.



QUIPO15 exactitud Page 10f 1
Chromatogram and Results
In] Details
Injection Name: st 1y muestras Run Time (min):  50.00
Vial Number: RA2 Injection Volume: 50.00
Injection Type: unknown Channel: UV_VIS_1
Calibration Level: 01 Wavelength: 210.0
Instrument Method: (Imp a Bandwidth: 2
Processing Method: Dilution Factor:  1.0000
a2 Sample Weight: __1.0000
(Chromatogram , :
40 4-calculos #7 Std 1 Gabapentina + CRA UV_VIS_1
250 MAY , 10.318 - A" Qe ina - 26.713
J L
S e '
40'“ = 3 - calculos exactitud #8 R180 % UV_VIS_1
2504 ™Y
1 3.420 - compuesto relacionado "A" =
(VAN
00 ¥ min
'1:' o 2~ caloulos exactitud #9 R1 100 % UV_VIS_1
2504 | 4.275- i J\
00 ‘IA'—’-_——"—J
-10.0
40021 - calculos #10 R1120%
mAU
e 8127 woh 2, |
00 ' min
-100 T T T T T T T T T
0.0 50 100 150 200 250 300 35.0 40.0 45.0 50.0
No. |Injection Name Ret.Time Area Asymmetry (EP) Plates (EP)
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 uv_VIS_1 uv_vIS_1
i VA i "A" de i "A" de
| degabapentina | _ gabapentina | gabapentina |
7 Std 1 Gabapentina + CRA 10.318 1.1 17280
No. |Injection Name Ret.Time Area Amount % Asymmetry (EP) Plates (EP)
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 uv_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
compuesto compuesto
relacionado "A" de| relacionado "A" | relacionado "A" de i "A" de| i "A" i "A" de
gabapentina__| de gabapentina |  gabapentina | gabapentina | de gabapentina | _gabapentina |
8 R180% 26.537 342 0.33 103.6 1.08 19846
No. |Injection Name Ret.Time Area Amount % Asymmetry (EP) Plates (EP)
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 uv_Vis_1 Uv_vIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
compuesto compuesto compuesto
e A" del . A ; A" de “A" del ; A" | relaci A" de
gabapentina de gabapentina gabapentina bapentina__| de gabapentina gabapentina
9 R1100 % 26.407 4.275 041 103.6 1.12 22255
No. |Injection Name Ret.Time Area Amount % Asymmetry (EP) Plates (EP)
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
"A" de| i A" i "A" de i A" "A" de
gabapentina de gabapentina abaj ina de gabapentina gabapentina
10 R1120% 26.357 5.127 0.50 103.5 1.09 20357
‘ Chromeleon (c) Dionex
Default/Integration Version 7.2.2.6394

Figura N°25 Cromatograma de la exactitud (Recobro) del Compuesto

Relacionado “A” de Gabapentina capsula.



ANEXO N° 16
Cromatograma de la Especificidad del Compuesto Relacionado “A” de

Gabapentina capsula.



Figura N°26 Cromatograma de la Especificidad del Compuesto Relacionado “A”

de Gabapentina capsula



ANEXO N° 17
Cromatograma del Limite de cuantificacion blancos y muestras del

Compuesto Relacionado “A” de Gabapentina capsula



InstrumentEQUIPO1S Sequence:limite de cuantificacion2 Page 10f 1
Chromatogram and Results
Injection Details ~ eI e
Injection Name: blancos Run Time (min): 50.00
Vial Number: RA3 Injection Volume: 50.00
Injection Type: Unknown Channel: uv_vIs_1
Calibration Level: e Wavelength: 2100
Instrument Method: Gabapentina (Impurezas orgénicas) Bandwidth: 2
Processing Method: gabapentina (Impurezas Organicas) Dilution Factor: 1.0000
s v T Sample Weight: 10000
en 1 5-limite de cuantiicacion2 #8 blanco 1 Uv_VIs_1
o ___/\_JL/\__»\’_
00 A A
_15"‘ r min
45‘,\ 1 4 - limite de cuantificacion2 #10 blanco 2 UV_VIS_1
i ‘—J\-/JL/\JV\’—
o‘g A 4 min
:Sn ¥ 3-limite de cuantficacion2 #12 blanco 3 UV_VIS_1
by ’_—M\/\\/\——/‘N\’—
:0 i min
: 4; % 2-limite de cuantificacion2 #14 blanco 4 UV_VIS_1
00 50 100 150 200 250 %0 350 400 450 500
|Integration Results
No. {Injection Name Noise
mAU
uv_VIS_1
8  |blanco 1 0.062
10 [blanco? 0049
12 |blanco3 0055
14 [blancos 0043
16 |blanco § 0.045

Figura N°27 Cromatograma del Limite de cuantificacion de los blancos

(diluyente)



QUIPO1S Sequence:limite d ificaci Page 10f 1

Detalls_

Injection Name: muestras Run Time (min):

Vial Number: RA4 Injection Volume: 50.00
Injection Type: Unknown Channel: uv_vis_1
Calibration Level: » Wavelength: 210.0
Instrument Method: Gabapentina (Impurezas organicas) Bandwidth: 2
Processing Method: gabapentina (Impurezas Organicas) Dilution Factor: 1.0000

: A - Sample Weight: 1.0000

| 450, 1 5~ limite de cuantificacion? #9
[ mAU
[
i A
[ 45,0, 1 & Imite de cuanliicacion? #11 muestra 2% OV_VIS_1
mAU
1 0.195 - compuesto relacionado Add ¥ M
1:2 A 4 ! min
450, 1 8- imite de cuantficacion #13 muestra 5% UV_VIS_1
mAU
|1 0.443 - compuesto relaci ina - 26
12.3 A 4 ! min
‘;‘5,\ T2 limite de cuantificacion2 #15 : muestra 8 % UV_VIS_1
mAU
, 1 0.753 - comy o i ina - 26.
¢ \ min
musstra 10% A
AT %
| 0.986 - compuesto relacionado.A-de gabapentina - 26.480 A B
] _J‘_J COURE 5 D o L S e
i = min
00 50 100 200 250 300 350 400 450 500
[Integration Results :
No. |Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1 Uuv_vIs_1
relm:: Ha compuesto relacionado
€ A de gabapentina
gabapentina
9 muestra 0.1 % na. na.
11 |muestra2% 26.527 0.195
13 |muestra5% 26.4%0 0443
15  |muestra8% 26.497 0.753
17 |muestra 10% 26.480 0.986
B ———

Figura N°28 Cromatograma del Limite de cuantificacion (muestras del 0.1% -10
%)




ANEXO N° 18
Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) marca Thermo

Scientific.



...........

ULUCH DR

Figura N° 29 Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) marca
Thermo Scientific.



