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RESUMEN

El objetivo de realizar esta investigacion fue proponer una validacion y
comparacion de dos metodologias analiticas para la cuantificacion de Sildenafil
Citrato en tabletas de 50 mg y 100 mg efectuandose en las instalaciones de un
Laboratorio Farmacéutico Nacional ubicado en la ciudad de Antiguo Cuscatlan
del departamento de La Libertad, en los meses de diciembre del 2018 y enero
del 2019.

Se realizaron los protocolos de validacion de las metodologias analiticas
fisicoquimicas por Espectrofotometria de Absorciéon Ultravioleta y por
Cromatografia Liguida de Alto Desempefio, en los cuales se establecieron los
procedimientos, parametros de desempefio a evaluar y sus especificaciones,
preparacién de reactivos, materiales y equipos a utilizar. Las pruebas de
validacion realizadas fueron: Robustez, Estabilidad, Selectividad/Especificidad,
Precision del sistema, Linealidad del sistema, Linealidad del método, Exactitud,
Repetividad y Precision intermedia.

Los resultados obtenidos de ambos métodos se compararon haciendo uso de la
Prueba F de Fisher del software Excel 2016, en el cual se concluye que la
metodologia por Cromatografia Liquida de Alto desempefio es mas Selectiva,
Precisa y Exacta para la determinacién de Sildenafil Citrato en Tabletas de 50
mg y 100 mg. Se recomienda al Laboratorio Farmacéutico Nacional realizar la
transferencia tecnoldgica y calificacidon técnica al personal Analisis Fisicoquimico
de Producto Terminado para la utilizacion correcta y adecuada de esta
metodologia.

Este trabajo de investigaciéon estd basado en el Procedimiento interno de
validacion de metodologias analiticas fisicoquimicas del Laboratorio
Farmacéutico Nacional, guia de validacion de métodos fisicoquimicos del
Organismo de Salvadorefio de Acreditacion, guia de validacion de los Quimicos
Farmacéuticos Biolégicos de México y la guia de validacion de métodos

analiticos de la Asociacion Espafiola de Farmaceuticos de la Industria.
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1.0. INTRODUCCION

Tomando como referencia el RTCA de Productos Farmacéuticos. Medicamentos
de Uso Humano. Verificacion de la Calidad 11.03.47:07 que define la calidad de
un producto farmacéutico como la naturaleza esencial de éste y la totalidad de
sus atributos y propiedades, las cuales determinan su idoneidad para los
propésitos a los cuales se destina. Por lo que es responsabilidad de todo
laboratorio de fabricacion y venta de medicamentos garantizar que el producto
llegue hasta al consumidor final con todos los atributos de identidad, pureza,
concentracion, potencia, inocuidad y disponibilidad. Para la medicion de estos
atributos se debe contar con una técnica o metodologia de analisis; pudiendo
emplearse una farmacopéica o bien puede ser desarrollada internamente por el

laboratorio de andlisis quimico.

Toda medicion realizada debe cumplir estrictamente con el atributo de
Confiabilidad, lo cual quiere decir que los resultados que se produzcan sean
validos y coherentes con el objetivo previsto. La validacion de métodos analiticos
demostré6 mediante evidencia objetiva que los métodos por Espectrofotometria
Ultravioleta y Cromatografia Liquida de Alto Desempefio son fiables y
reproducibles para la obtencion de los resultados que se esperaban. Ambas
metodologias cumplen con los siguientes pardmetros de validacion: Linealidad
del sistema, precision del sistema, precision del método, precisiéon intermedia,

exactitud del método, y especificidad del método.

El proposito de realizar ésta investigacion fue validar y comparar dos
metodologias analiticas para la valoracion de Sildenafil citrato en tabletas de 50
mg y 100 mg fabricadas por un Laboratorio Farmacéutico Nacional, las pruebas
de validacién se realizaron empleando un Espectrofotometro Ultra Violeta marca
SHIMADZU modelo UV-1800 y un Cromatoégrafo Liquido de Alto Desempefio
(HPLC por sus siglas en inglés) marca SHIMADZU modelo LC-2030.
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La investigacion se llevo a cabo en los meses de diciembre del afio 2018 a enero
del afio 2019; y en las instalaciones de un Laboratorio Farmacéutico Nacional
ubicado en la ciudad de Antiguo Cuscatlan del departamento de La Libertad, y se
ejecuto en tres fases, la primera de ellas fue la realizacion de las pruebas de
desempefio de validacion para ambas metodologias segun el programa y
procedimiento interno de validacion establecido por el Laboratorio Farmacéutico
Nacional; la segunda fase se realiz6 comparando los resultados obtenidos de la
validacion de ambos métodos y se empleé el estadistico de Prueba F de Fisher
del software Excel 2016, en el cual se concluye que la metodologia por
Cromatografia Liquida de Alto desempefio es més Selectiva, Precisa y Exacta
para la determinacion de Sildenafil Citrato en Tabletas de 50 mg y 100 mg, por lo
gue se recomienda al Laboratorio Farmacéutico Nacional realizar la transferencia
tecnoldgica y calificacion técnica al personal Analisis Fisicoquimico de Producto
Terminado para la utilizacion correcta y adecuada de esta metodologia.
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2.1

2.0. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Proponer una validacién y comparacion de dos metodologias analiticas para la

cuantificacion de Sildenafil citrato en tabletas de 50 mg y 100 mg.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

Elaborar los protocolos para la validacion de Sildenafil citrato tableta
mediante los métodos de Espectrofotometria Ultra Violeta y

Cromatografia Liquida de Alto Desempefio.

Evaluar los parametros de desempefio de validacion en las
metodologias de Espectrofotometria Ultra Violeta y Cromatografia
Liquida de Alto Desempefio, para la cuantificacion de Sildenafil

citrato en tabletas de 50 mg y 100 mg

Redactar los informes de validacion para cada uno de los métodos

en estudio.

Comparar los resultados de los parametros de desempefio de
validacién de metodologias analiticas mediante uso del estadistico

de prueba “F de Fisher”

Determinar si existe diferencia significativa en el uso de una u otra
metodologia para la cuantificacion de Sildenafil citrato en tabletas
de 50 mg
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3.0. MARCO TEORICO
3.1. Sildenafil Citrato.

3.1.1. Generalidades. (2

Formula molecular: C22H30NsO4S .CsHgO7

Nombre: Citrato de 1-[4-etoxi-3-(6,7-dihidro-1-metil-7-oxo-3-propil-1Hpirazol[4,3-

d]pirimidin-5-il) fenilsulfonil]-4-metilpiperazina

Descripcidn: Polvo cristalino blanco o casi blanco, ligeramente higroscépico.
Solubilidad: Poco soluble en agua y en metanol; casi insoluble en hexano.
Punto de fusién: 187 — 189° C a 760 mm Hg

Punto de ebullicion: 672.4° C a 760 mm Hg,

0 oH
CHaCH:O  HN e
S, | Va
N
CH3CH2CHa

COzH

058
‘ \N/\| HOOC{OH
k/N\CHs COH
Figura N° 1. Estructura de la molécula de Sildenafil citrato.

3.1.2 Mecanismo de accién del Sildenafil.

El 6xido nitrico activa la guanililciclasa, la cual eleva la concentracién de
Guanosin Monofosfato ciclico (cGMP) y este segundo mensajero estimula la
desfosforilacion de las cadenas ligeras de la miosina y la relajacion del musculo

liso. Por lo tanto, cualquier farmaco que aumente el Guanosin Monofosfato ciclico
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(cGMP) puede tener valor en la disfuncion eréctil, si la inervacién es normal. El
Sildenafil incrementa el Guanosin Monofosfato ciclico (cGMP) porque inhibe su
degradacion mediante la isoforma 5 de la fosfodiesterasa (PDE-5). El farmaco ha
tenido mucho éxito en el mercado porque puede tomarse por via oral. Sin
embargo, el Sildenafil tiene poco o ningun valor cuando la pérdida de la potencia
se debe a lesion medular u otro dafio en la inervacion, asi como en los varones
carentes de libido. Ademas, el Sildenafil potencia la accién de los nitratos
empleados para la angina; hay reportes de hipotension grave y pocos infartos

miocardicos en varones que tomaron ambos farmacos.

Se recomienda que pasen al menos 6 horas entre el uso de un nitrato y la
ingestion del Sildenafil. Este ultimo también tiene efectos en la vision del color y
produce dificultad para discriminar entre azul y verde

Intenor dal vaso

C = —— =
| Cé"""’alw e Arg-—-m ———— OxidSo niftrico (NO)
—

Intersticio

/
Guandiciclasa se>
e ——— l —
EsSo vascuilar
GTe _... P N L
M_CK' l
e miosa Mosina-1 C-P0., na-1 C
(micsina-LC) = 1
Actina — l

e — < = Relajaceon ———————
\ ‘/

Figura N° 2. Mecanismo de accion del Sildenafil.

3.1.3 Otros usos farmacoldgicos del Sildenafil. ()

Estudios clinicos muestran un beneficio distintivo en algunos pacientes con

hipertension arterial pulmonar, pero no en aquellos con fibrosis pulmonar
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idiopéatica avanzada. Los farmacos tienen un posible beneficio en la hipertension
sistémica, fibrosis quistica e hiperplasia prostatica benigna.

Tanto el Sildenafil como el tadalafilo estan aprobados para la hipertension
pulmonar. Estudios preclinicos sugieren que el Sildenafil puede ser til en la
prevencion de la apoptosis y remodelacion cardiaca después de la isquemia y

reperfusion.
3.2. Métodos Analiticos. )

Descripcidon de la secuencia de actividades, recursos materiales y parametros
que se deben cumplir, para llevar a cabo a cabo el andlisis de un componente
especifico en de la muestra.

3.2.1 Método analitico desarrollado internamente.
Método desarrollado por el propio laboratorio de analisis quimico
3.2.2 Método analitico farmacopéico.

Método analitico que aparece descrito en cualquier edicidén o version de cualquier

farmacopea.
3.2.3 Método analitico farmacopéico modificado.

Método analitico que aparece descrito en cualquier edicidén o version de cualquier
farmacopea pero que se ha modificado para ser adaptado a las condiciones del

laboratorio de andlisis quimica.
3.3. Pruebas de identificacion espectrofotométrica. (3

Las pruebas espectrofotométricas son las de mayor importancia en la
identificacion de muchas de las sustancias quimicas del compendio. Los
procedimientos de prueba que se indican a continuacion se aplican a sustancias

que absorben radiacion infrarroja (IR) y/o Ultra Violeta
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3.3.1. Espectrofotometria UV. (3
Es el procedimiento en el que una solucion de prueba y una solucion estandar se
examinan espectrofotométricamente, en celdas de 1 cm, sobre el intervalo
Espectral de 200 nm a 400 nm. Los requisitos se cumplen si los espectros de
absorcién UV de la solucién de prueba y de la solucién estandar presentan
maximos y minimos a las mismas longitudes de onda y los cocientes de

asertividad y/o absorbancia estan dentro de los limites especificados.
3.3.2 Aparatos. (3

Estan disponibles muchos tipos de espectrofotdmetros. Fundamentalmente, la
mayoria de ellos, excepto los empleados para espectrofotometria IR,
proporcionan un pasaje de energia radiante esencialmente monocromatica a
través de una muestra en forma adecuada y una medicion de la fracciéon de la
intensidad que se transmite. Los espectrofotometros UV, visibles e IR dispersivos
comprenden una fuente de energia, un dispositivo de dispersion (por ejemplo, un
prisma o red de difraccion), ranuras para seleccionar la banda de longitud de
onda, una celda o un soporte para la muestra de prueba, un detector de energia

radiante, amplificadores asociados y dispositivos de medicion.

Selector de longitud
Colimador de onda Detector

Fuente de luz Monocromador Solucién Pantalla digital
muestra o medidor

Figura N° 3. Diagrama en bloque del Espectrometro Ultra Violeta
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3.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion. ()

La cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC, por sus siglas en ingles), a
veces llamada cromatografia de liquidos de alta resolucion, es una técnica de
separacion basada en una fase estacionaria solida y una fase movil liquida. Las
separaciones se logran por procesos de particion, adsorcion o intercambio idnico,

segun el tipo de fase estacionaria empleada.
3.4.1 Aparato. @3)

Un cromatoégrafo de liquidos consta de un recipiente que contiene la fase movil,
una bomba para forzar el paso de la fase movil a través del sistema a alta presion,
un inyector para introducir la muestra en la fase mdavil, una columna
cromatografia, un detector y un dispositivo de recoleccion de datos como, por
ejemplo, una computadora, un integrador o un registrador. Las columnas cortas
de diametro interior pequefio que contienen un relleno denso de particulas de
fase estacionaria permiten un intercambio rapido de los compuestos entre la fase

movil y la fase estacionaria.

Ademas de recibir y reproducir las sefiales enviadas por el detector, las
computadoras se emplean para controlar las operaciones y los parametros
cromatograficos y permiten periodos largos de operacion sin necesidad de

supervision.
3.4.2 Sistema de bombeo. @3)

Los sistemas de bombeo de HPLC administran cantidades exactas de fase movil
desde los recipientes hasta la columna mediante una tuberia y uniones
adecuadas para altas presiones. Los sistemas modernos constan de una o varias
bombas reguladoras controladas por computadora que pueden programarse para
variar la relacion entre los componentes de la fase movil, segun se requiera para
la cromatografia en gradiente, o para mezclar la fase moévil en corridas isocraticas

(es decir, fases méviles que tienen una composicion fija de disolventes). Sin
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embargo, la proporcion de los ingredientes en las fases moviles isocraticas
mezcladas previamente puede ser controlada con mayor exactitud que en las

suministradas por la mayoria de los sistemas de bombeo.

Las presiones operativas son tipicamente de hasta 5000 psi 0 mas, con

velocidades de flujo de hasta aproximadamente 10 mL por minuto.

Las bombas empleadas para el analisis cuantitativo deben construirse con
materiales inertes a los componentes corrosivos de la fase movil y ser capaces
de bombear la fase mavil a una velocidad constante, con fluctuaciones minimas,

durante periodos de tiempo prolongados.

3.4.3 Inyectores. (3)
Después de ser disueltos en la fase movil u otra solucién apropiada, los
compuestos que se van a cromatografiar se inyectan en la fase movil, ya sea
manualmente usando jeringas o inyectores de espiral o automaticamente

mediante el uso de inyectores automaticos.

Algunos inyectores automaticos pueden programarse para controlar el volumen
de muestreo, el nimero de inyecciones y los ciclos de enjuague del espiral, el
intervalo entre las inyecciones y otras variables operativas.

Se puede emplear una jeringa para la inyeccion manual de las muestras a través
de un septo cuando las presiones en la parte superior de la columna sean
menores de 70 atmosferas (aproximadamente 1000 psi). Con presiones

mayores, es indispensable utilizar una valvula de inyeccion.

Algunos sistemas de valvula poseen un espiral calibrado que se llena con
solucion de muestra para transferirla a la columna en la fase mévil. En otros
sistemas, la solucion de muestra se transfiere a una cavidad por medio de una

jeringa y luego se transfiere a la fase movil.

3.4.4. Columnas. (3)
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Para la mayoria de los analisis farmacéuticos, la separacion se logra por la
particion de los compuestos presentes en la solucién de prueba entre la fase

movil y la estacionaria.

Los sistemas que constan de fases estacionarias polares y fases méviles no
polares se describen como de fase normal, mientras que, por el contrario, cuando
se emplean fases moviles polares y fases estacionarias no polares se denomina
cromatografia en fase reversa. La cromatografia de particion casi siempre se
emplea para compuestos solubles en hidrocarburos de peso molecular menor de
1000.

La afinidad de un compuesto por la fase estacionaria, y por consiguiente su
tiempo de retencion en la columna, se controla mediante una fase mévil mas o
menos polar. La polaridad de la fase mévil se puede variar mediante el agregado
de un segundo y, a veces, un tercer o hasta un cuarto componente. Por lo
general, las columnas empleadas para las separaciones analiticas tienen
diametros internos de 2 mm a 5 mm; para la cromatografia preparativa se

emplean columnas de diametros mas grandes.

Las columnas pueden calentarse para proporcionar separaciones mas eficaces,
pero rara vez se las utiliza a temperaturas por encima de los 60°C, debido a la
potencial degradacion de la fase estacionaria o a la volatilidad de la fase maovil. A
menos que se especifique algo diferente en la monografia individual, las

columnas se emplean a temperatura ambiente.

3.4.5 Detectores. @3)

Muchos métodos farmacopéicos de HPLC requieren el uso de detectores
espectrofotomeétricos. Este tipo de detector consta de una celda de flujo colocada
en el extremo de la columna. Un haz de radiacion UV pasa a través de la celda
de flujo y se introduce en el detector. A medida que los compuestos efluyen de la

columna, pasan a través de la celda y absorben la radiacién, lo que da lugar a



26

cambios cuantificables en el nivel de energia. Pueden obtenerse con facilidad
detectores de longitud de onda fija, variable y multiple.

Los detectores de longitud de onda fija operan a una sola longitud de onda,
habitualmente a 254 nm, emitida por una lampara de mercurio de baja presion.
Los detectores de longitud de onda variable contienen una fuente de luz continua,
como una lampara de deuterio o de xenon de alta presion y un monocromador o
un filtro de interferencia para generar radiacion monocromatica a una longitud de

onda seleccionada por el operador.

Se debe controlar la exactitud de la longitud de onda de un detector de longitud
de onda variable equipado con un monocromador mediante el procedimiento
recomendado por el fabricante; si las longitudes de onda difieren en mas de 3 nm

de los valores correctos, se indica una recalibracion del instrumento.

Los detectores modernos de longitud de onda variable pueden programarse para
cambiar la longitud de onda mientras un andlisis esta en curso. Los detectores
de longitud de onda multiple miden la absorbancia a dos o mas longitudes de

onda simultaneamente.

En los detectores multiples de red de diodos, la radiacién continua se hace pasar
através de la celda de la muestra, luego la radiacién se resuelve en las longitudes
de onda que la constituyen, que son detectadas una por una mediante la red de
fotodiodos. Estos detectores adquieren los datos de absorbancia a lo largo del
intervalo total UV-visible y, por lo tanto, proporcionan al analista cromatogramas

a multiples longitudes de onda seleccionadas y espectros de los picos eluidos.

Los detectores de red de diodos tienen, por lo general, menor relacion sefal-ruido
gue los detectores de longitud de onda fija o variable y, por lo tanto, son menos

aptos para el analisis de compuestos presentes a concentraciones bajas.
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El detector debe tener un rango dinamico lineal amplio y los compuestos que se
miden deben resolverse de cualquier sustancia que interfiera. El intervalo
dinamico lineal de un compuesto es el intervalo en el que la respuesta de la sefial

del detector es directamente proporcional a la cantidad del compuesto.
3.4.6 Procedimiento. (3

La composicion de la fase mévil influye significativamente en el desempefio
cromatograficos y en la resolucion de los compuestos de la mezcla que se esta
cromatografiando. Para el trabajo cuantitativo exacto deben emplearse reactivos

de alta pureza y disolventes organicos de “grado HPLC”.

El agua de calidad adecuada debe tener una conductividad baja y una absorcién

UV baja, adecuadas para el uso previsto.

Los sistemas de HPLC se calibran graficando las respuestas de los picos en
funcién de concentraciones conocidas de un estandar de referencia, empleando

un procedimiento de estandarizacion externa o interna.

Se obtienen resultados cuantitativos confiables mediante la calibracion externa si

se emplean inyectores automaticos o muestreadores automaticos.

Este método incluye la comparacion directa de las respuestas de los picos
obtenidos al cromatografiar, por separado, la solucién estandar y la solucién de

prueba.

Si se debe emplear la inyeccidn con jeringa, la cual es irreproducible a las altas
presiones involucradas, se obtienen mejores resultados cuantitativos mediante el
procedimiento de calibracion interna donde una cantidad conocida de un
compuesto no interferente, el estdndar interno, se agrega a la solucién de
muestra y a la solucion del estandar de referencia, y se comparan los cocientes

entre las respuestas de los picos del farmaco y del estandar interno.
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3.4.7 Procedimiento general de uso. (4
1. Equilibrar la columnay el detector con la fase movil a la velocidad de flujo

especificada hasta obtener una sefal constante.

2. Inyectar una muestra a traveés del inyector o usar un muestreador

automatico.
3. Comenzar el programa de gradientes.
4. Registrar el cromatograma.

5. Analizar segun se indica en la monografia.

Purmp
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Figura N° 4. Diagrama en bloque del Cromatégrafo Liquido de Alto Desempefio

3.5. Validacién. g)

Establecimiento de la evidencia documental que un procedimiento analitico
modificado o no farmacopéico conducira con un alto grado de seguridad a la
obtencion de resultados precisos y exactos dentro de las especificaciones y

atributos de calidad previamente establecidos.
3.5.1 Procedimientos analiticos que son objeto de validacion. g

Las pruebas a ejecutar dependen del método, a los métodos farmacopéicos se
les realizaran las pruebas de selectividad, exactitud y precision intermedia y se

consideraran como una Vverificaciéon. A los métodos modificados o no
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farmacopéicos se les realizan todas las pruebas necesarias y se consideraran

como validaciones.

Se deben validar los siguientes procedimientos analiticos

Categoria I: pruebas cuantitativas del contenido del (los) principio(s) activo(s),
constituyen procedimientos quimicos o microbiolégicos que miden el (los)

analito(s) presente(s) en una muestra determinada.

Categoria Il: pruebas para la determinacion del contenido de impurezas o de

valores limites para el control de impurezas.

Pueden ser pruebas cuantitativas o una prueba cualitativa para determinar si la
impureza esta presente en la muestra por encima o por debajo de un valor limite

especificado.

Cualquiera de los dos pretende reflejar con exactitud las caracteristicas de
pureza de la muestra. Los parametros de validacion requeridos por una prueba
cuantitativa son diferentes a los de una prueba cualitativa de cumplimiento de

limite.

Categoria Ill: pruebas fisico quimicas de desempefio. Constituyen
procedimientos de ensayo que miden caracteristicas propias del desempefio del

medicamento, por ejemplo, la prueba de disolucion.

Las caracteristicas de la validacion son diferentes a las de las otras pruebas,

aunque las pueden incluir

Categoria IV: pruebas de identificacion. Aquellas que se realizan para asegurar

la identidad de un analito en una muestra.

Esto normalmente se realiza por comparacion de una propiedad de la muestra,
contra la de un estandar de referencia, por ejemplo, espectros, comportamiento

cromatografico, reactividad quimica y pruebas microcristalinas.
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Tabla N° 1 — Pardmetros de desempefio de los procedimientos analiticos fisico-

quimicos y potencia microbiol6gica

Categoria de prueba| Categoria | Categoria Il Categoria lll| Categoria IV
. Principio | Pruebade | Prueba Fisico
Pardmetro de : P L - e
desempefio (s) activo limite limite Quimico |ldentificacion
P (s) Cuantitativa|Cualitativa|Desempefio
Exactitud Sl Sl * * NO
Precision S S NO Sl NO
Especificidad Sl Sl Sl * Sl
Limite de Deteccion NO NO Sl * NO
Limite de
Cuantificacion NO Sl NO * NO
Linealidad Si S NO * NO
Intervalo SI S * * NO

* Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo

3.5.2 Robustez. )
La “robustez” de un procedimiento analitico es "una medida de su capacidad para
permanecer no afectado por pequefias variaciones premeditadas de los
parametros del método. La robustez proporciona una indicacion de la fiabilidad

del método durante su uso normal”.

Un "ensayo de robustez" implica hacer cambios deliberados en el método, e
investigar el efecto subsiguiente en el desempefio con lo que es posible identificar
las variables en el método que tienen el efecto mas significativo y garantizar que,

cuando se utiliza el método, estan controladas estrictamente.

Donde hay una necesidad de perfeccionar mas el método, las mejoras se pueden
probablemente hacer mediante la concentracién en aquellas partes del método

conocidas por ser criticas.
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La robustez de un procedimiento debe ser establecida para los métodos de
desarrollo interno, métodos adaptados de la literatura cientifica y los métodos
publicados por organismos de normalizacién utilizados fuera del alcance

especificado en el método estandar.

Cuando se utilizan métodos publicados por organismos de normalizacion dentro
del alcance de aplicacion del método, la robustez por lo general ha sido estudiada

como parte del proceso de normalizacion.

Por lo tanto, un estudio de robustez se encuentra en la mayoria de los casos no
necesariamente en el nivel de un solo laboratorio. La informacién sobre la
robustez se debe indicar en el procedimiento del laboratorio en forma de los
limites de tolerancia establecidos para los parametros experimentales criticos.

3.5.3 Estabilidad. s)

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 fraccionar
(muestras dependientes) o no (muestras independientes) y las condiciones de

almacenaje.
Muestras dependientes.

El analista debe procesar hasta la etapa preestablecida por lo menos por

triplicado una muestra homogénea.

Fraccionar cada una de las preparaciones de acuerdo a las condiciones de
almacenaje (Ambiente, Refrigeracion, t °C, etc. durante un tiempo determinado)

de interés.

Terminar el andlisis de una de las fracciones de cada preparacion. Proseguir el
analisis de cada una de las fracciones al término de cada condicion de
almacenaje, utilizando una solucion de referencia recientemente preparada, si el

método contempla el uso de una solucion de referencia. Reportar el resultado.
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Muestras independientes.

A partir de una muestra homogeénea, el analista debe analizar por triplicado hasta
completar el andlisis y obtener el resultado.

Simultaneamente y de la misma muestra, procesar el nUmero de muestras
necesarias para cada condiciébn de almacenaje hasta la etapa preestablecida

(preparaciones) por triplicado.

Proseguir el andlisis de cada una de las preparaciones al término de cada
condicién de almacenaje, utilizando una solucién de referencia recientemente

preparada, si el método contempla el uso de una solucién de referencia.

3.5.4 Selectividad / Especificidad. ()
Procedimiento de determinacion de la selectividad.

En el estudio de la selectividad, como norma general se comparan los resultados
del andlisis de muestras con y sin analito en presencia o ausencia de impurezas,
productos de degradacion, sustancias relacionadas, excipientes (matriz o
placebo), y dependiendo del tipo de muestra, tipo de técnica analitica,

instrumento de medicion.

Partiendo de la experiencia en el analisis de la muestra, se deben establecer las
posibles sustancias y/o elementos y adicionar cantidades conocidas de éstas,
solas o combinadas a la muestra y evaluar su respuesta al método, bajo las

mismas condiciones de andlisis.

La selectividad de un procedimiento debe ser establecida para métodos
desarrollados internamente en el laboratorio, métodos adaptados de la literatura
cientifica y métodos publicados por organismos de estandarizacion utilizados
fuera del alcance especificado en el método estandar.

Cuando los métodos publicados por organismos de normalizacion son aplicados
dentro de su alcance, la selectividad usualmente habra sido estudiada como

parte del proceso de normalizacion.
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Generalmente, la selectividad de un método se investiga estudiando su habilidad
de medir el analito de interés en muestras a la cuales se le agregaron
intencionalmente interferencias especificas (aquellas que se considere probable

de encontrar en las muestras).

En aquellos casos donde no esté claro si las interferencias ya estan presentes o
no, la selectividad del método puede ser investigada estudiando su habilidad de

medir el analito comparado con otros métodos independientes.

3.5.5 Precision. s)
La precision es medida mediante la repetibilidad, reproducibilidad y precision

intermedia.

Repetibilidad: Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis
sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas (un mismo
analista, mismos aparatos y reactivos, etc.) en un mismo laboratorio y en un

periodo de tiempo corto.

Precision Intermedia: Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de
analisis sobre la misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes

(diferentes analistas, aparatos, dias, etc.) y en un mismo laboratorio.

Reproducibilidad: Estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas
diferentes y en distintos laboratorios. Esto aplica en caso de organizaciones con

diferentes laboratorios y/o cuando se requiera transferir métodos.

Este parametro aplica Ginicamente a laboratorios que tienen cedes con las cuales

poder compararse.

3.5.6 Linealidad. ()

Capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea
directamente o por medio de una transformacion matematica bien definida, a la

concentraciéon de analito en muestras en un intervalo dado.
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Linealidad del Sistema

Un analista debe preparar por lo menos por triplicado 5 niveles de concentracion
(Intervalo o rango) de la solucién de referencia ya sea por dilucion (a partir de
una misma solucion concentrada o por pesadas independientes (cuando no sea

posible prepararlas por dilucion).

El intervalo debe incluir la especificacion para el caso de aquellos métodos
utilizados para evaluar muestras que se conoce el contenido estimado de activo
(ejemplo formas farmacéuticas, Principios activos). Medir la respuesta analitica
bajo las mismas condiciones de medicion, reportar la relacion concentracion vs.
Respuesta analitica (Ejemplo: Concentracion vs. Area, Concentracion vs.
Absorbancia). Calcular:

e El valor de la pendiente (b).
e La ordenada en el origen (a).
e El coeficiente de determinacion (r?)

e Elintervalo de confianza para la pendiente ( IC)).

Si el método presenta un ajuste distinto a la linea recta, utilizar la estadistica

apropiada y justificarla.

El intervalo (rango) esta en funcion del propésito del método, y por lo general se

expresa como concentracion.

Es critico que el intervalo no excluya valores de concentracion que

potencialmente puedan dar lugar al contenido del analito en la muestra.

En andlisis farmacéutico:

- Para Contenido/valoracion/Potencia, sugiere un minimo de + 20%7

- Para Contenido / Valoracion 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%.
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Linealidad del método y Rango. ()

Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar una matriz.
Un analista debe preparar una matriz con el tipo de componentes que

generalmente estan presentes en la muestra.

A la cantidad de matriz analitico equivalente a una muestra analitica por
triplicado, adicionarle la cantidad de analito (puede ser una sustancia de
referencia 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 la matriz adicionado al menos por triplicado a cada nivel,

manteniendo constante la cantidad de matriz analitico en los tres niveles.

La matriz adicionada debe ser analizada por un mismo analista bajo las mismas
condiciones, utilizando como referencia, la sustancia empleada en la adicion a la

matriz analitica.

Como lo indica el método, preparar 3 soluciones estandar al 100% de la

concentracion tedrica.

Realizar una determinacién de cada matriz adicionado, de acuerdo a la siguiente
secuencia:

e Estandar

e Matriz adicionada nivel inferior

e Matriz adicionada 100%

e Matriz adicionado nivel superior

e Hasta terminar los 3 bloques

3.5.7 Exactitud. ()
La evaluacion practica de la Exactitud (veracidad) se fundamenta en la
comparacion de la media de los resultados de un método con relacion a valores

conocidos, es decir, la veracidad se determina contra un valor de referencia.
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Se dispone de dos técnicas basicas: Verificacion con respecto a los valores de
referencia de un material caracterizado y comparacion con otro método

caracterizado.

Para verificar la Exactitud (veracidad) 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
material de referencia ideal seria un material certificado de matriz natural, muy
semejante a la muestra de interés. Claramente la disponibilidad de eéstos
materiales es limitada. Los materiales de referencia para una validacion pueden

ser:

a) Preparados por adicion de materiales tipicos con materiales de referencia con

pureza certificada u otros materiales de pureza y estabilidad adecuada.

b) Materiales tipicos bien caracterizados, de estabilidad verificada internamente

y conservados para control de calidad interno.

3.5.8 Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacién. ()
Estos parametros se relacionan con la cantidad de analito requerida para dar un
resultado significativo, cualitativo o cuantitativo. Segun Un resultado "positivo" no
es suficiente para que el analista considere detectado un analito. Se precisa,
ademas, conocer el limite de deteccion en las condiciones del método; de lo
contrario se puede incurrir en un falso positivo: suponer el analito presente en la

muestra cuando de hecho no lo esta.

El limite de Cuantificacién es un término cuantitativo (menor cantidad medible)
mientras que el limite de deteccién es cualitativo (menor cantidad detectable).
Numéricamente es mayor el limite de Cuantificacion y representa la menor
cantidad de analito que puede analizarse con un porcentaje de Coeficiente de
Variacion y de Recuperacion aceptables. Concentraciones menores pueden

detectarse, pero no cuantificarse. Si las concentraciones a determinar son
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elevadas, se puede sustituir su estudio por la determinacion de la precision y la

exactitud a la concentracion mas baja que presente el analito en la préctica.

3.5.9 Documentacion. @), (7)

Las actividades de la validacion de un método analitico deben ser sustentadas

por los siguientes documentos: Protocolo, reporte y certificado; a continuacion,

se presentan las partes de cada uno de ellos.

a) Protocolo:

1.
2
3.
4

5.
6.

Titulo

Propésito u Obijetivo.

Responsabilidades.

Plan de prueba describiendo los parametros de desempefio que permitan
verificar la aplicacion analitica deseada.

Criterios de aceptacion para cada parametro.

Formato de registro de resultados.

b) Reporte:

1.

o bk~ 0N

Titulo.

Resultados.

Analisis de resultados.

Confrontacion contra los criterios de aceptacion.

Conclusioén.

c) Certificado: .

1.

2
3.
4

Responsables.
Resumen de los resultados obtenidos.
Conclusiones.

Dictamen



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0. DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo de estudio.

Experimental: La obtencidn de datos se realizara mediante ensayos y pruebas en
el laboratorio de Control de Calidad del Laboratorio Farmacéutico Nacional, y

posteriormente se haran los respectivos tratamientos estadisticos.

Transversal: La investigacion se realizara en tiempo determinado, es decir que el

problema en estudio se esta configurando en el presente.

Prospectivo: Los datos obtenidos pueden servir como punto de partida para la

realizacion de otras investigaciones.

4.2 Investigacion bibliografica.

La investigacion bibliogréfica se llevo a cabo en las siguientes bibliotecas:
Dr. Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador,
Central de la Universidad de El Salvador
Laboratorio Farmacéutico Nacional, San Salvador
Universidad Salvadoreiia Alberto Masferrer.

Internet.

4.3 Investigacion de campo
El muestreo se realiz6 en el area de muestras de retenciéon de Laboratorio
Farmacéutico Nacional que se encuentra en las condiciones de 20 + 2 °C de

temperatura y 65 + 5 % de Humedad relativa.

El nimero de muestras se determiné por lo establecido en el por el RTCA de
Productos Farmacéuticos. Medicamentos de Uso Humano. Verificacion de la
Calidad 11.03,47:07.



Datos de muestras:

Sildenafil citrato de 50 mg:

Lote: M37155

Vence: 06/20

Universo: 19, 960 tabletas
Muestra: 60 tabletas

Sildenafil citrato 100mg:
Lote: M38260

Vence: 09/20

Universo: 33, 003 tabletas
Muestra: 60 tabletas
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Todos los célculos presentados en las validaciones referentes a Sildenafil se

presentan como Citrato de Sildenafil sabiendo que:

Cada Tableta contiene:

Sildenafil Citrato 100: Citrato de Sildenafil 140.45 mg equivalente a 100.0 mg de

Sildenafil

Sildenafil Citrato 50: Citrato de Sildenafil 70.225 mg equivalente a 50.0 mg de

Sildenafil.

Métodos de cuantificacion:

Especificaciones espectrofotométricas:
1. Espectrofotometro Ultra Violeta marca SHIMADZU modelo UV-1800

Blanco: HCI 0.1N

o bk~ 0N

Celdas de Cuarzo: 1.0 cm de espesor.
Longitud de onda: 290 nm
Rango de longitud de onda: 240 — 340 nm
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Diluyente:
Acido clorhidrico 0.1 N
Acido Clorhidrico 0.1 N
1- Tomar 8.5 mL de Acido Clorhidrico y transferir a un balén volumétrico de 1000
mL.

2- Llevar a aforo con agua.

Especificaciones cromatograficas (HPLC)
1. Cromatografo Liquido de Alto Desempefio marca SHIMADZU modelo LC-
2030.

2. Columna: L1 C18 125 x4 mm (5um)
3. Temperatura columna: 30°C
4. Flujo: 1.0 mL/min
5. Longitud de onda: 290 nm
6. Volumen de inyeccion: 20 L
Diluyente:
Fase Movil

Preparaciéon de Solucion Trietilamina pH 3:
1. A 1000 mL de agua, adicionar 7.0 mL de Trietilamina.
2. Llevar a pH 3 + 0.1 con Acido fosférico y trietilamina.

3. Homogenizar.

Preparacion de Fase Movil:
1. Preparar una mezcla de Solucion trietilamina pH 3, Metanol y Acetonitrilo
(58:25:17).

Pasar a través de un filtro de membrana de 0.45 micras o de menor tamarfio de

poro y desgasificar
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4.4 Parte experimental.
4.4.1 Protocolos de validacion de metodologias analiticas

En el Anexo N°1 se presenta el formato de protocolo de validacion de
metodologias analiticas que corresponden a las metodologias por
Espectroscopia Ultra Violeta y Cromatografia Liquida de Alto Desempefio, para

la valoracion de Sildenafil Citrato en tabletas de 50 mg y 100mg.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Elaboracion de Protocolos para la validacion de Sildenafil citrato
tabletas mediante los métodos de Espectrofotometria Ultra Violeta y
Cromatografia Liquida de Alto Desempefio.

Los siguientes protocolos establecen los parametros de validacion a determinar,
con el procedimiento, calculos y especificaciones requeridas en cada uno de
ellos.

Se incluye ademas un resumen de los parametros de validacion; Asi como los
materiales y reactivos a utilizar, finalmente la bibliografia utilizada para su
redaccion.

A continuacion, se presenta el protocolo de validacion del método de
Espectrofotometria Ultra Violeta y posteriormente el de Cromatografia Liquida de
Alto Desempefio para la cuantificacion de Sildenafil Citrato en tabletas.

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL
CITRATO EN TABLETAS 50 mg y 100 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
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REALIZO REVISO AUTORIZO

Coordinador de,Vglldauones Jefe de Control de Calidad
Metodolégicas

Fecha de emisién: Fecha: Fecha de vigencia:

Quimico analista

1.00Dbjetivo:
Demostrar que la metodologia analitica autorizada para valorar el Sildenafil
como Sildenafil Citrato en tabletas es la idonea para cuantificar e identificar el

principio activo frente a los demas componentes de la formula.
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2.0 Alcance o evaluacién de riesgo:

La validaciéon es un medio o una base de datos que demuestran cientificamente
gue el método analitico para determinar Sildenafil como Sildenafil citrato en
tabletas de 50 mg y 100 mg tiene las caracteristicas que son adecuadas para

cumplir los requerimientos de las pruebas especificadas.

3.0 Responsablesy funciones:
Quimico Analista y Coordinador de Validaciones: son las personas

encargadas de realizar las pruebas establecidas en este protocolo.

Jefe de Control de Calidad: es responsable de la verificacion de la realizacion

de la validacion y de autorizar los documentos involucrados en el proceso.

4.0 PROCEDIMIENTOS (METODOLOGIA ANALITICA):
4.1 INTRODUCCION
CAS 171599-83-0
@]

(6] 9H3
HN N,
g « N HO._O C22H30N604S -CsHgO7
I/\N’" N CH3 . m
OACHS HO o OH

HSC—N\) Masa molecular 666.70

El mecanismo principal de accién

El 6xido nitrico activa la guanililciclasa, la cual eleva la concentracion de cGMP y

este segundo mensajero estimula la desfosforilacion de las cadenas ligeras de la
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miosina y la relajacion del musculo liso. Por lo tanto, cualquier farmaco que
aumente el cGMP puede tener valor en la disfuncién eréctil, si la inervacién es
normal. El Sildenafil incrementa el cGMP porque inhibe su degradacién mediante

la isoforma 5 de la fosfodiesterasa (PDE-5).

Resumen de las caracteristicas fisicas del analito:

Sildenafil Citrato: polvo cristalino blanco o casi blanco, ligeramente
higroscopico. Poco soluble en agua y en metanol, casi insoluble en hexano, punto
de fusion 187-189°C a 760 mm Hg.

Sildenafil Citrato en tabletas:
Sildenafil citrato de 50 mg: Tableta romboide de color celeste con ranura y logo

en una de sus caras. Lote M37155 vence 06/20

Sildenafil citrato 100mg: Tableta romboide de color celeste con ranura y logo en
una de sus caras. Lote M38260 vence 09/20

4.2  JUSTIFICACION:

Se realizara una validacion del método analitico, para verificar que el método
utilizado cumple con los parametros para ser definido como especifico, exacto,
preciso y robusto.

La validacion de los métodos analiticos sera efectuada de acuerdo al principio

activo a evaluar, esto permite que varias presentaciones o formas farmacéuticas
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sean abarcadas en una misma validacion; haciendo los ajustes necesarios para

cada tipo de forma farmacéutica segin sea necesario.

Se realizara una validacion concurrente del método de andlisis, ya que el

producto Sildenafil citrato en tabletas ya se encuentra de venta al publico.

4.3

MEDIDAS DE SEGURIDAD:

Sildenafil citrato: causa irritacion en la piel, causa irritacion ocular seria, puede

causar irritacion de las vias respiratorias. Evitar inhalar polvos, vapores,

aspersiones, etc. Utilizar equipo de proteccion adecuado: gabacha, gafas

protectoras, mascarilla, guantes.

Acido clorhidrico: Provoca quemaduras. Irrita las vias respiratorias y las

mucosas. Usar equipo de proteccion adecuado, gabacha, guantes, mascara de

gases y gafas protectoras.

4.4  CALIFICACIONES:
Nombre del equipo Marca Cédigo Calificacion INFORME
Balanza analitica oHaus | FO-C OUOSZOLT 1 Eaccaz8
Balanza CS series OHAUS E(gé:gc- 0410972017 EQCC-053
Espectroaostggetro UVv- SHIMADZU E(ggsc- 04/03/2017 ICOAO-SCSC-
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4.5 CALIBRACIONES:
Nombre del equipo Marca Cédigo Calibracion INFORME
Balanza analitica oHAUs | F955 | 00/11/2017 | FA17110901
Balanza CS series oHAUS | F95F | 00/11/2017 | FA17110012
Espectrofotémetro UV- EQCC-
1800 SHIMADZU 008 n/a S.1601.doc
4.6 ESPECIFICACIONES:
NOMBRE CRITERIO DE ACEPTACION
Sildenafil Contiene no menos de 98.0% y no mas de 102.0% de SILDENAFIL CITRATO
citrato calculado con referencia a la sustancia anhidra.
NOMBRE CRITERIO DE ACEPTACION
Sildenafil Contiene no menos de 90.0% y no mas de 110.0% sobre lo rotulado de
citrato tabletas | SILDENAFIL CITRATO.

4.7

METODO DE ANALISIS A VALIDAR:

Para la identificacion y cuantificacion de SILDENAFIL CITRATO se utilizé el
método de espectrometria UV-VIS, a una longitud de onda de 290 nm.
FEUM 2016/Método interno, MPT-CC-001 Y MPT-CC-001

4.8

Cada Tableta contiene:

PRINCIPIO ACTIVO Y CONCENTRACION:

Sildenafil Citrato 100: Citrato de Sildenafil 140.45 mg equivalente a 100.0 mg de

Sildenafil
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Sildenafil Citrato 50: Citrato de Sildenafil 70.225 mg equivalente a 50.0 mg de

Sildenafil.
49 EQUIPOS:
Nombre del Marca Cddigo Nombre del Marca Caodigo
equipo equipo
Balanza analitica | OHAUS EQCC-028 Espectrofotémetro | SHIMADZU | EQCC-
UVv-1800 008
Balanza CS | OHAUS EQCC-053 NA NA NA
series

4.10 CRISTALERIA Y MATERIALES:

Balén volumétrico de 25.0, 50.0, 100.0, 1000.0 mL
Beaker de 250, 500, 1000 mL

Jeringa estéril
Probeta de 25, 50, 100, 250 mL
Pipeta de 5.0, 10.0, 25.0 mL

Celdas de cuarzo de 1.0 cm

Papel filtro

4.11 REACTIVOS:

Agua

Acido clorhidrico
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METODO DE CUANTIFICACION:

ESPECIFICACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS (UV-VIS)
Blanco: HCI 0.1N

Celdas: 1.0 cm de espesor, cuarzo

Longitud de onda: 290 nm

Rango de longitud de onda: 240 — 340 nm

Diluyente:
Acido clorhidrico 0.1 N

Acido Clorhidrico 0.1 N
3- Tomar 8.5 mL de Acido Clorhidrico y transferir a un balén volumétrico de 1000
mL.

4- Llevar a aforo con agua.

Preparacién del Estandar:
1- Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil
2- Transferir a un balén volumétrico de 100 mL.
3- Adicionar 60 mL de diluyente.
4- Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
5- Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucién.
6- Tomar 5.0 mL de esta solucion y transferir a un balén volumétrico de 50

mL
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7- Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

8- Leer en el espectrofotdbmetro a 290 nm, usando diluyente como blanco.

Preparacion de la muestra:

1- Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato tabletas y obtener
el peso promedio.

2- Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo.

3- Pesar polvo triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil.

4- Transferir a un bal6n volumétrico de 100.0 mL.

5- Adicionar 60 mL de diluyente.

6- Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

7- Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

8- Filtrar a través de papel filtro y usar la solucién filtrada

9- Tomar 5.0 mL de esta solucion y transferir a un balén volumétrico de
50.0 mL

10-Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

11-Leer en el espectrofotometro a 290 nm, usando diluyente como blanco.
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CASCADA DE DILUCION DEL METODO DE CUANTIFICACION

Cascada de disolucién del estandar

14. 05 mg
(equivalente a
10.00 mg de
Sildenafil)

HCI 0.1N
—

Factor de Dilucién (FD)=
Nota: Realizar por duplicado.

Baldn volumétrico de
100.0 mL i
Concentracién: 0.1 |

mg/mL O

Baldn
volumétrico de
HCl 0.1N
5.0mL » | 50.0 mL
Concentracion:
0.01 mg/mL

Volumenes Hechos
Alicuotas Tomadas




53

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg y 100 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Caédigo: \/C;?i%'gggr?_ Edicion: Pveiggggi:-e Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios Pagina 10 de 29

Cascada de disoluciéon de la muestra

Zﬂ;é%}{,g:gﬁ?; | Bal6n volumétrico i
HCI 0.1N
a 14. 05 mg 27 | de100.0 mL

(que equivalen Concentracion: 0.1 I
a 10 mg de mg/mL Q
Sildenafil)
l Filtrar con papel
\ HCI 0.1N ,
5.0mL —_ Balon )
volumétrico de
\ 50.0 mL
Concentracion:
0.01 mg/mL

Volumenes Hechos
Alicuotas Tomadas

Factor de Dilucion (FD)=

PROCEDIMIENTO:

1. Leer en el espectrofotometro el blanco (diluyente)

2. Leer en el espectrofotometro los estandares.

3. Leer en el espectrofotometro las muestras

4. Anotar las absorbancias

5. Imprimir los reportes con espectros

6. Calcular las cantidades en mg de Sildenafil.
CALCULOS:

Calcular la concentracion del estandar:
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potencia.
Cst = —PSt -_100
FD
Donde:
Cst Concentracion del estandar
Pst Peso del estandar
Potencia Pureza del estandar
FD Factor de Diluciéon del estandar

B (Amx)(Cst)(FD) (Pprom)
Cmx = (Ast)(Pmx)

Donde:
Cmx Concentracion de la muestra

Amx Area de la muestra

Cst Concentracion del estandar
FD Factor de Dilucién de la muestra
Ast Area del estandar

Pprom Peso promedio de 20 tabletas

Pmx Peso de la muestra

4.12 METODO DE DISOLUCION:
N/A

4.13 CRITERIOS DE ACEPTACION PARA MUESTRA DE DISOLUCION:
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5.0 PARAMETROS A EVALUAR:

La validacion del método analitico busca la confianza de que los valores
obtenidos por el método son aceptables y seguros. La validacion se efectuara de
la siguiente manera: Verificando la precision y linealidad del método, al igual que

la selectividad y la exactitud del método analitico.

RESUMEN DE PARAMETROS A EVALUAR Y CRITERIOS DE ACEPTACION

METODOS FISICOQUIMICOS

Pardmetros de
Desempefio

Reportar

Criterio de
Aceptacién

Robustez

Promedio de
contenido

Promedio para la
condicién normal
(Xo) y con el cambio

(Xi)

Diferencia absoluta
de los valores
promedio (Aj)

2%

Estabilidad analitica

Diferencia absoluta

<3%

Especificidad/selectividad

Respuesta después
de aplicar el método

La respuesta es
solamente debida al

Linealidad del sistema

analito

Promedio | -

Precision del sistema Desviac-ié-n estandar | -
e e

Coeficiente de =>0.98

determinacion (r?)
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Linealidad del sistema

Coeficiente de
variacion de los

0,
factores de respuesta <3%
(CV)
Pendiente (b) #0

Intervalo de confianza
de la pendiente IC(B1)

No debe incluir el cero

Intervalo de confianza
del intercepto (a)

Debe incluir el cero

Exactitud

Recobro

Porcentaje de recobro

97 — 103%

Intervalo de confianza
de la media poblacional

Debe incluir el 100% o
el promedio del % de
recobro se incluya en el
intervalo

Linealidad del método

Coeficiente de
determinacion (r?)

20.98

Pendiente

#0

Intervalo de
confianza de la
pendiente IC(B1)

Debe incluir la unidad

Intervalo de
confianza del
intercepto (a)

Debe incluir el cero

Precision

Promedio

Coeficiente de
variacion

Repetibilidad

Promedio

Desviacion estandar

Coeficiente de
variacion

Precisién intermedia

Promedio

Coeficiente de
variacion

Prueba de Fisher

Prueba t de Student
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6.0 MUESTRAS
Incluir el detalle de la formulacién

¢ Sildenafil Citrato tabletas 100 mg Férmula maestra cédigo 000-01

Cédigo de cada L . .
materia prima Descripcion Cantidad Unidad
79342 Sildenafil Citrato 23,4000 g

EXCIPIENTES CANTIDAD SUFICIENTE PARA 100 g

¢ Sildenafil Citrato tabletas 50 mg Formula maestra cédigo 000-02

Cod|go_ de gada Descripcién Cantidad Unidad
materia prima
79342 Sildenafil Citrato 14,0500 g

EXCIPIENTES CANTIDAD SUFICIENTE PARA 100 g

7.0 PROCEDIMIENTO:

De acuerdo a lo establecido en el numeral 5.0 las pruebas a realizar son:

7.1 Robustez
Para Robustez se analizara muestra de producto terminado por triplicado
cambiando deliberadamente las condiciones internas del método de analisis:

a) Longitud de onda: + 2 nm.



58

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg y 100 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Caédigo: \iﬁﬂlgfigf- Edicion: Pveiggggig_e Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios Pagina 15 de 29

Preparacion del estandar: por duplicado

Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balén
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion. Tomar 5.0 mL de esta solucién y transferir a un balén volumétrico de
50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Muestra: Sildenafil Citrato 50 mg y Sildenafil Citrato 100 mg

Preparacion de muestras: Producto terminado.

Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato tabletas y obtener el peso
promedio. Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo

triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil.

Transferir a un balén volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente.
Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucién. Tomar 5.0 mL de esta solucion y transferir
a un balén volumétrico de 50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar
la solucion. Filtrar a través de papel filtro y usar la solucién filtrada.
Concentracion: 0.01 mg/mL

Cambios deliberados del método: Leer estandares de calibracion y leer por

triplicado cada muestra. Repetir para cada cambio deliberado en el método.
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a) Condicién normal: 290 nm
b) Condicién dos: 288 nm

c) Condicion tres: 292 nm

Reportar:
Promedio del contenido, promedio para la condicion normal y con el cambio,

diferencia absoluta de los valores promedio.

7.2  Estabilidad
Para Estabilidad se analizara muestra de producto terminado por triplicado en

las siguientes condiciones de almacenamiento:

a) Inicial
b) En refrigeracion 24 horas

c) A temperatura ambiente 24 horas

Preparacién del estandar: preparar por duplicado

Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balon
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion. Tomar 5.0 mL de esta solucién y transferir a un balén volumétrico de
50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL
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Muestra: Sildenafil Citrato 50 mg y Sildenafil Citrato 100 mg

Preparacién de muestras:

Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato tabletas y obtener el peso
promedio. Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo

triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil.

Transferir a un bal6n volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente.
Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucién. Tomar 5.0 mL de esta solucion y transferir
a un balon volumétrico de 50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar
la solucién. Filtrar a través de papel filtro y usar la solucion filtrada.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Procedimiento.

Realizar la lectura inicial de las muestras, fraccionar las muestras en 25 mL y
guardar en las condiciones respectivas. Leer por triplicado. Leer después de 24
horas.

Reportar:

La diferencia absoluta entre las condiciones.

7.3 Especificidad/Selectividad
Para Especificidad se prepara cantidad suficiente de placebo para el analisis y

se analizara placebo y muestras de placebo adicionado con sus impurezas. Si




61

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg y 100 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Caédigo: \iﬁﬂlgfigf- Edicion: Pveiggggig_e Pagina:
PVA-CC-001 VMA-CC-001 00 5 afios Pagina 18 de 29

no hubiera existencias de los compuestos USP, se pueden degradar el placebo

y las muestras en las siguientes condiciones:

a) Adicion de 1 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar 30 minutos a 60°C
b) Adicion de 1 mL de Hidroxido de sodio 0.1 N, calentar 30 minutos a 60°C

c) Exposicién a luz UV

Estandar: Estandar de Trabajo Sildenafil Citrato
Muestras: Placebo y placebo adicionado con estandar de trabajo Sildenafil
Citrato

Preparacion de placebo:
Preparar 100 g de Sildenafil tabletas 50 mg y 100 mg sin adicionar el analito
Sildenafil Citrato.

Tratamiento de muestras:
Fraccionar el placebo y producto terminado en cuatro partes para las

condiciones.

a) Sin tratamiento
b) Adicion de 1 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar 30 minutos a 50°C
c) Adicién de 1 mL de Hidroxido de sodio 0.1 N, calentar 30 minutos a 50°C

d) Exposicion a luz UV
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Preparacion del estandar: preparar por duplicado

Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balén
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion. Tomar 5.0 mL de esta solucién y transferir a un balén volumétrico de
50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Muestra: Sildenafil Citrato 50 mg y Sildenafil Citrato 100 mg

Preparacion de muestras:

Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato y obtener el peso
promedio. Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo
triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil. Transferir a un balén volumétrico
de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura ambiente

durante 10 minutos.

Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion. Tomar 5.0 mL de esta
solucién y transferir a un balén volumétrico de 50.0 mL. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucion. Filtrar a través de papel filtro y usar la

solucién filtrada.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Leer por duplicado cada muestra y reportar el resultado.
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Reportar:

La respuesta es solamente debida al analito

7.4  Precision del sistema

Para Precisién del sistema se realizara por sextuplicado del estandar de
referencia Para el estdndar se prepararan 6 soluciones diferentes de estandar al
100%, ademas del estandar para calibrar.

Estandar de calibracion: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato

Estandar: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato

Preparacion de solucion madre Estandar:

Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balén
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL

Preparacion de solucion Estandar de calibracion: preparar por duplicado

Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.

Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucién.

Concentracion: 0.01 mg/mL
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Preparacion de Estandar: preparar por sextuplicado

Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Leer estandares seguidos de cada muestra.

Reportar:

Promedio, Desviacion estandar, Coeficiente de variacion.

7.5 Linealidad del sistema
Para Linealidad del sistema se realizara por triplicado en cinco niveles de
concentracion del estandar de referencia.

Para el estandar de referencia _se prepararan por pesadas independientes la

siguiente serie de concentraciones de estandar por triplicado: 80%, 90%, 100%,
110% y 120%
Cada serie se analizard de menor a mayor concentracion para evaluar arrastre

de muestras.

Estandar de referencia: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato
Estandar: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato

Preparacion de solucion madre Sildenafil Citrato: Preparar por triplicado
Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balén

volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
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ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la

solucién.

Concentracion: 0.1 mg/mL

Preparacion de estandar de referencia: preparar por duplicado
Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Preparaciéon de estandar:

Estandar 80%: Preparar por triplicado.

Tomar 4.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracién: 0.008 mg/mL

Estandar 90%: Preparar por triplicado.

Tomar 4.5 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracién: 0.009 mg/mL

Estandar 100%: Preparar por triplicado.
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Tomar 5.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracién: 0.01 mg/mL

Estandar 110%: Preparar por triplicado.
Tomar 5.5 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracién: 0.011 mg/mL

Estandar 120%: Preparar por triplicado.

Tomar 6.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracién: 0.012 mg/mL

Leer estandares:

Estandar 80%, 90%, 100%, 110% y 120%, una lectura de cada muestra. Repetir

para las otras dos series.
Reportar:
Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, pendiente, intervalo de

confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.

7.6 Exactitud del método (Recobro, precision y Linealidad)
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Para Exactitud se realizara por triplicado en tres niveles de concentracion
usando placebo adicionado con el analito los que se comparan con estandar
preparado por duplicado. Se repetira para cada matriz de excipientes diferente.

a) Para placebo adicionado con analito se preparardn por pesadas

independientes la siguiente serie de concentraciones de placebo adicionado con
analito por triplicado: 80%, 100% y 120%.
b) Para estandar de referencia se prepara por pesadas independientes o

diluciones por duplicado para cada serie. Cada serie se analizara en el siguiente
orden: estandar por duplicado, placebo adicionado de menor a mayor

concentracion para evaluar arrastre de muestras.

Estandar de referencia: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato

Estandar: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato

Preparaciéon de solucion madre Sildenafil Citrato: Preparar por triplicado
Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balon
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL

Preparacion de estandar de referencia: preparar por sextuplicado
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Tomar 5.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Preparacion de solucion madre de placebo:

Pesar exactamente el equivalente a 100.0 mg de PLACEBO vy transferir a un
bal6on volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y
homogenizar la solucion. Filtrar la solucién y usar esta como soluciéon madre de
placebo.

Preparacion de estandar:

Estandar 80%: Preparar por triplicado.

Tomar 4.0 mL de la solucién madre y 5.0 mL de solucion madre de placebo.
Transferir ambas a un balon volumétrico de 50.0 mL. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucién.

Concentracion: 0.008 mg/mL

Estandar 100%: Preparar por triplicado.

Tomar 5.0 mL de la solucion madre y 5.0 mL de solucion madre de placebo.
Transferir ambas a un balon volumétrico de 50.0 mL. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Estandar 120%: Preparar por triplicado.
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Tomar 6.0 mL de la solucion madre y 5.0 mL de solucion madre de placebo.
Transferir ambas a un balon volumétrico de 50.0 mL. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.012 mg/mL

Leer estandares de calibracion seguidos de:

Estandar 80%, 100% y 120% una lectura de cada estandar muestra. Repetir para

las otras dos series.

Reportar:

Recobro: Porcentaje de recobro e intervalo de confianza de la media poblacional.
Linealidad del método: coeficiente de determinacion, pendiente, intervalo de
confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.

Precision: promedio, coeficiente de variacion.

7.7 Repetibilidad y Precisién Intermedia

Para Repetibilidad y Precision Intermedia se realizara por sextuplicado el

analisis de muestras de producto terminado.

Para las muestras de producto _terminado _se preparan seis muestras de

producto terminado de un mismo lote, se repite el experimento para las siguientes

condiciones:
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Analista 1 | Analista 2

Equipo 1 Equipo 1

Dia 1 Dia 2

Estandar: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato

Muestras: Producto terminado Sildenafil Citrato 50 mg y 100 mg tabletas

Preparacion de solucion madre Sildenafil Citrato: Preparar por triplicado
Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balon
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL

Preparacion de estandar: preparar por sextuplicado

Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Preparacion de producto terminado: preparar por sextuplicado

Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato 50 mg Y 100 mg Tabletas
y obtener el peso promedio. Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo.
Pesar polvo triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil. Transferir a un balon

volumeétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
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ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucién. Tomar 5.0 mL de esta solucion y transferir a un balén volumétrico de
50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion. Filtrar a
través de papel filtro y usar la solucion filtrada.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Leer estandares de seguidos de las muestras.

Reportar:

Repetibilidad: promedio, desviacidon estandar, coeficiente de variacion

Precision intermedia: promedio, coeficiente de variacion, prueba de Fisher,
prueba t de Student.

- La validacién del método analitico tendréa una duracion de 5 afos.

8.0 CONTROL DE CAMBIOS:

CONTROL DE CAMBIOS:
. No. DE NOMBRE DEL
Mgglllgll(?A'\\IDA DESCRIPCION EDICION RESPONSABLE DEL M()F§||C:||-(|:AABI|EC)N
NUEVA CAMBIO
EDICION )
N/A INICIAL 00 Ricardo Reyes 14/11/2018
9.0 BIBLIOGRAFIA:

Farmacopea de los Estados Unidos de América 37, Formulario Nacional 32.

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 2016

ICH Harmonised Tripartite Guideline, Text on Validation of Analytical Procedures
Q2A, 27 October 1994.
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Eurachem, La Adecuacion al Uso de los Métodos Analiticos, Guia de Laboratorio
para Validacién de Métodos y Temas Relacionados. Primera edicion espafiola.
2016

10.0 ANEXOS:
Anexar las hojas de trabajo y las hojas de célculo de todas las pruebas ejecutadas

en la validacion.
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REALIZO REVISO AUTORIZO

Quimico analista

Coordinador de Validaciones
Metodolégicas

Jefe de Control de Calidad

Fecha de emision: Fecha:

Fecha de vigencia:

1.0 OBJETIVO:

Demostrar que la metodologia analitica autorizada para valorar Sildenafil como

Sildenafil Citrato tabletas es la idonea para cuantificar e identificar el principio

activo frente a los demés componentes de la férmula.

2.0 ALCANCE O EVALUACION DE RIESGO:

La validacién es un medio o una base de datos que demuestran cientificamente
que el método analitico para determinar Sildenafil como Sildenafil Citrato en

Tabletas de 50 mg y 100mg tiene las caracteristicas que son adecuadas para

cumplir los requerimientos de las pruebas especificadas.

3.0 RESPONSABLES Y FUNCIONES:

Analista Fisicoquimico y Coordinador de Validaciones: son las personas

encargadas de realizar las pruebas establecidas en este protocolo.

Jefe de Control de Calidad: es responsable de la verificacion de la realizacion

de la validacion y de autorizar los documentos involucrados en el proceso.

4.0 PROCEDIMIENTOS (METODOLOGIA ANALITICA):
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4.1 INTRODUCCION

0
CHy CAS 171599-83-0

0 HN
g - HO. O C22H30N604S -CeHsO7
‘ 0] 0
0 0 CHy * /k/T\/U‘ Masa molecular 666.70
HyC” 0" CH, HO™ T 0H

El mecanismo principal de accién

El 6xido nitrico activa la guanililciclasa, la cual eleva la concentracién de cGMP y
este segundo mensajero estimula la desfosforilacion de las cadenas ligeras de la
miosina y la relajacién del musculo liso. Por lo tanto, cualquier farmaco que
aumente el cGMP puede tener valor en la disfuncion eréctil, si la inervacion es
normal. El Sildenafil incrementa el cGMP porgue inhibe su degradacion mediante

la isoforma 5 de la fosfodiesterasa (PDE-5).

Resumen de las caracteristicas fisicas del analito:

Sildenafil Citrato: polvo cristalino blanco o casi blanco, ligeramente
higroscopico. Poco soluble en agua y en metanol, casi insoluble en hexano, punto
de fusion 187-189°C a 760 mm Hg.

Sildenafil Citrato tabletas:

Sildenafil Citrato 50 mg: Tableta romboide de color celeste con ranura y logo en
una de sus caras. Lote M37155 vence 06/20

Sildenafil Citrato 100 mg: Tableta romboide de color celeste con ranura y logo en
una de sus caras. Lote M38260 vence 09/20
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4.2 JUSTIFICACION:

Se realizard una validacion del método analitico, para verificar que el método
utilizado cumple con los parametros para ser definido como especifico, exacto,
preciso y robusto.

La validacion de los métodos analiticos seré efectuada de acuerdo al principio
activo a evaluar, esto permite que varias presentaciones o formas farmacéuticas
sean abarcadas en una misma validacion; haciendo los ajustes necesarios para
cada tipo de forma farmacéutica segun sea necesario.

Se realizara una validacion concurrente del método de andlisis, ya que el

producto Sildenafil Citrato tabletas ya se encuentra de venta al publico.

4.3 MEDIDAS DE SEGURIDAD:

Sildenafil Citrato: causa irritacién en la piel, irritacion ocular seria, puede causar
irritacion de las vias respiratorias. Evitar inhalar polvos, vapores, aspersiones,
etc. Utilizar equipo de proteccion adecuado: gabacha, gafas protectoras,
mascarilla, guantes.

Trietilamina: Altamente inflamable. Toxico. Lavarse las manos después de su
manipulacion. Usar ropa de proteccion adecuada, gabacha, guantes y mascara
de gases. Manipular en area bien ventilada bajo camara extractora de gases.
Acido fosférico: Corrosivo. Puede causar quemaduras severas en contacto con
piel y mucosas, dafio permanente e irreversible a los ojos. Usar ropa de
proteccion adecuada, gabacha, guantes y mascara de gases. Manipular en area

bien ventilada bajo camara extractora de gases.
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Acetonitrilo: Irritante de la piel por contacto, peligroso al contacto con los 0jos,

en caso de ingestion o inhalacién. Levemente peligroso en caso de contacto de

la piel, actia como permeabilizante. Sobre exposicion severa puede causar la

muerte. Usar equipo de proteccion adecuado: gabacha, guantes, gafas

protectoras y mascara de gases.

Metanol: Féacilmente inflamable. Toxico por inhalacién, por ingestion y en

contacto con la piel. Usar equipo de proteccién adecuado, gabacha, guantes,

mascara de gases y gafas protectoras.

4.4 CALIFICACIONES:
Nombre del equipo Marca Cdédigo Calificacion INFORME
) EQCC- 04/09/2017
Balanza analitica OHAUS 028 EQCC-028
. EQCC- 04/09/2017
Balanza CS series OHAUS 053 EQCC-053
Cromatdgrafo liquido de EQCC- 17/09/2017 - ICA-CC-
SHIMADZU
alta resolucion 047 22/09/2017 0055
4.5 CALIBRACIONES:
Nombre del equipo Marca Cdédigo Calibracion INFORME
Balanza analitica OHAUS EQCC-028 09/11/2017 FA17110901
Balanza CS series OHAUS EQCC-053 09/11/2017 FA17110912
Cromatografoliquido de alta | o ap7u | EQCC-047 | 17/04/2017 | SSI141442
resolucién
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4.6

ESPECIFICACIONES:

NOMBRE

CRITERIO DE ACEPTACION

Sildenafil
Citrato

Contiene no menos de 98.0% y no mas de 102.0% de SILDENAFIL

CITRATO calculado con referencia a la sustancia anhidra.

Sildenafil
Citrato tabletas

Contiene no menos de 90.0% y no mas de 110.0% sobre lo rotulado

de SILDENAFIL CITRATO.

4.7

METODO DE ANALISIS A VALIDAR:

Para la identificacion y cuantificacion de Sildenafil Citrato se utilizara el método

HPLC, a una longitud de onda de 290 nm.

FEUM 2016/Método modificado, MPT-CC-002 Y MPT-CC-002

4.8

Cada Tableta contiene:
Sildenafil Citrato 100: Citrato de Sildenafil 140.45 mg equivalente a 100.0 mg de

PRINCIPIO ACTIVO Y CONCENTRACION:

Sildenafil
Sildenafil Citrato 50: Citrato de Sildenafil 70.225 mg equivalente a 50.0 mg de
Sildenafil
49 EQUIPOS:
Nombre del Marca Cdédigo Nombre del Marca Caodigo
equipo equipo
Balanza analitica OHAUS EQCC- Cromatografo SHIMADZU | EQCC-
028 liquido de alta 047
resolucion
Balanza CS series OHAUS EQCC- NA NA NA
053
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4.10 CRISTALERIA Y MATERIALES:

Balon volumétrico de 25.0, 50.0, 100.0, 1000.0 mL
Beaker de 250, 500, 1000 mL

Jeringa estéril

Probeta de 25, 50, 100, 250

Pipeta de 5.0, 10.0, 25.0 mL

Papel filtro

Equipo de filtracion por membrana

Jeringas

Filtros para jeringa
4.11 REACTIVOS:

Agua

Acido fosforico

Trietilamina

Metanol

Acetonitrilo

METODO DE CUANTIFICACION:

ESPECIFICACIONES CROMATOGRAFICAS (HPLC)
Columna: L1 C18 125 x4 mm (5um)

Temperatura columna: 30°C
Flujo: 1.0 mL/min
Longitud de onda: 290 nm

Volumen de inyeccion: 20 yL
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Diluyente:
Fase Movil

Preparacion de Solucion Trietilamina pH 3:
4. A 1000 mL de agua, adicionar 7.0 mL de Trietilamina.
5. Llevar a pH 3 + 0.1 con Acido fosférico y trietilamina.
6. Homogenizar.

Preparacion de Fase Movil:

2. Preparar una mezcla de Solucion trietilamina pH 3, Metanol y Acetonitrilo

(58:25:17).

3. Pasar a través de un filtro de membrana de 0.45 micras o de menor tamafo

de poro y desgasificar.

Preparacién del Estandar:
1- Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil
2- Transferir a un balon volumétrico de 100.0 mL.
3- Adicionar 60 mL de diluyente.
4- Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

5- Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

6- Tomar 5.0 mL de esta solucién y transferir a un balén volumétrico de 50.0

mL
7- Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Preparacion de la muestra:

1- Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato tabletas y obtener

el peso promedio.
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2- Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo.

3- Pesar polvo triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil.

4- Transferir a un balén volumétrico de 100.0mL.

5- Adicionar 60 mL de diluyente.

6- Sonicar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

7- Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

8- Filtrar a través de papel filtro de y usar la solucion filtrada

9- Tomar 5.0 mL de esta solucién y transferir a un balén volumétrico de 50.0

mL

10-Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

11-Filtrar a través de filtro de 10 micras y usar la solucién filtrada.

4.12 CASCADA DE DILUCION DEL METODO DE CUANTIFICACION:

Cascada de disolucién del estandar

14. 05 mg
(equivalente a
10.00 mg de
Sildenafil)

Diluyente
E—

Balén volumétrico
de 100.0 mL
Concentracion: 0.1
mg/mL

A

5.0 mL

Diluyente
—_—

Balén volumétrico
de 50.0 mL
Concentracion:
0.01 mg/mL
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Volumenes Hechos
Alicuotas Tomadas

Factor de Dilucién (FD)=
Nota: Realizar por duplicado.

Cascada de disolucién de la muestra

Polvo triturado Diluyente " A :
el equivalente a ) alon volumetrico de :
5 100.0 mL

14. 05 mg (que

equivalen a 10 Concentracion: 0.1 O
mg de mg/mL
Sildenafil)
\ l Filtrar con papel
. Balén
\ 5.0 mL Diluyente volumétrico de
—_— 50.0 mL
i Concentracion:
' 0.01 mg/mL
Q Filtrar a través
de filtro de
jeringa

Volumenes Hechos
Alicuotas Tomadas

Factor de Dilucion (FD)=

PROCEDIMIENTO:
1. Inyectar en el cromatografo los estandares, seguidos de las muestras.

2. Anotar las areas
3. Imprimir los reportes con cromatogramas
4. Calcular las cantidades en mg de Sildenafil.

CALCULOS:
Calcular la concentraciéon del estandar:
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op Pt (Bemmes
FD

Donde:

Cst Concentracion del estandar

Pst Peso del estanda

Potencia Pureza del estandar

FD Factor de Dilucion del estandar

B (Amx)(Cst)(FD) (Pprom)
Cmx = (Ast)(Pmx)

Donde:
Cmx Concentracion de la muestra

Amx Area de la muestra

Cst Concentracion del estandar
FD Factor de Dilucion de la muestra
Ast Area del estandar

Pprom Peso promedio de 20 tabletas

Pmx Peso de la muestra

4.13 METODO DE DISOLUCION:
N/A

4.14 CRITERIOS DE ACEPTACION PARA MUESTRA DE DISOLUCION:
N/A
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5.0 PARAMETROS A EVALUAR:

La validacion del método analitico busca la confianza de que los valores
obtenidos por el método son aceptables y seguros. La validacion se efectuara de

la siguiente manera verificando la precision y linealidad del método, al igual que

la selectividad y la exactitud del método analitico.

RESUMEN DE PARAMETROS A EVALUAR Y CRITERIOS DE ACEPTACION

METODOS FISICOQUIMICOS

Parametros de Desempefio

Reportar

Criterio de Aceptacion

Robustez

Promedio de contenido

Promedio para la condicién
normal (Xo) y con el cambio

(X))

Diferencia absoluta de los
valores promedio (Ai)

<2%

Estabilidad analitica

Diferencia absoluta

2%

Especificidad/selectividad

Respuesta después de
aplicar el método

La respuesta es solamente
debida al analito

Precisién del sistema

Promedio

Desviacion estandar

Coeficiente de variaciéon

0,
V) <2%
Coeficiente de =20.98

determinacion (r?)
Coeficiente de variacion de
los factores de respuesta <2%
Linealidad del sistema (CV)
Pendiente (b) #0

Intervalo de confianza de la
pendiente IC(B1)

No debe incluir el cero

Intervalo de confianza del
intercepto (a)

Debe incluir el cero

Exactitud

Recobro

Porcentaje de recobro

98 — 102%
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. Debe incluir el 100% o el
Intervalo de confianza de la .
. ) promedio del % de recobro
media poblacional : .
se incluya en el intervalo
Linealidad del método
Coeficiente de
>
determinacion (r?) 20.98
Pendiente #0
Intervalo de confianza de la . . .
pendiente IC(31) Debe incluir la unidad
Intervalo de confianza del . .
. Debe incluir el cero
intercepto (a)
Precision
Promedio I
Coeficiente de variacion <2%
Promedio @ | = ceeeeeeeeee
Repetibilidad Desviacion estandar | = -mememeeeeee
Coeficiente de variacion <2%
Promedio @ | = cmeeeeeeeee-
Precisién intermedia Coeficiente de variacion <2%
Prueba de Fisher Fexp — Ftan
Prueba t de Student fexp — ltab

6.0 MUESTRAS

Incluir el detalle de la formulacién

Sildenafil Citrato tabletas 100 mg Formula maestra codigo 000-01

Codigo de pada materia Descripcion Cantidad Unidad
prima
79342 Sildenafil Citrato 23,4000 g

EXCIPIENTES CANTIDAD SUFICIENTE PARA 100 g

Sildenafil Citrato tabletas 50 mg formula maestra cédigo 000-02

Cod|go_ de gada Descripcién Cantidad Unidad
materia prima
79342 SILDENAFIL CITRATO 14,0500 g

EXCIPIENTES CANTIDAD SUFICIENTE PARA 100 g
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7.0 PROCEDIMIENTO:
De acuerdo a lo establecido en el numeral 5.0 las pruebas a realizar son:

7.1 Robustez
7.2 Para Robustez se analizara muestra de producto terminado por triplicado
cambiando deliberadamente las condiciones internas del método de analisis:

b) Longitud de onda: = 2 nm

c) Volumen de inyeccion: £ 2 %

d) Flujo de la fase mévil: +1 %

e) Temperatura de la columna: + 2 °C

Preparacion del estandar: por duplicado

Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balén
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion. Tomar 5.0 mL de esta solucién y transferir a un balén volumétrico de
50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Muestra: Sildenafil Citrato 50 mg y Sildenafil Citrato 100 mg

Preparacion de muestras: Producto terminado.

Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato tabletas y obtener el peso

promedio. Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo
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triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil. Transferir a un balén volumétrico
de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.
Tomar 5.0 mL de esta solucién y transferir a un balén volumétrico de 50.0 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion. Filtrar a traves de

papel filtro y usar la solucion filtrada.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Cambios deliberados del método:
Inyectar estdndares de calibracién e inyectar por triplicado cada muestra. Repetir
para cada cambio deliberado en el método.
a) Longitud de onda: £ 2 nm : 288 nmy 292 nm
b) Volumen de inyeccién: £2 % : 19 uyLy 21mL
c) Flujo de la fase mévil: £ 1 %: 0.99 mL/min y 1.01 mL/min
d) Temperatura de la columna: + 2 °C: 28 °C y 32 °C
Reportar:
Promedio del contenido, promedio para la condiciéon normal y con el cambio,

diferencia absoluta de los calores promedio.

7.3 Estabilidad
Para Estabilidad se analizarda muestra de producto terminado por triplicado en

las siguientes condiciones de almacenamiento:
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d) Inicial

e) En refrigeracion 24 horas

f) A temperatura ambiente 24 horas

Preparacion del estandar: preparar por duplicado

Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balén
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucién. Tomar 5.0 mL de esta solucion y transferir a un balén volumétrico de
50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Muestra: Sildenafil Citrato 50 mg y Sildenafil Citrato 100 mg

Preparacién de muestras:

Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato tabletas y obtener el peso
promedio. Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo
triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil. Transferir a un balén volumétrico
de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Tomar 5.0 mL de esta solucion y transferir a un balén volumétrico de 50.0 mL.

Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion. Filtrar a través de

papel filtro y usar la solucion filtrada.
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Concentracion: 0.01 mg/mL

Procedimiento.

Realizar la inyeccion inicial de las muestras, fraccionar las muestras en 25 mL y
guardar en las condiciones respectivas. Inyectar por triplicado. Inyectar después
de 24 horas.

Reportar:
La diferencia absoluta entre las condiciones.

7.4  Especificidad/Selectividad
Para Especificidad se prepara cantidad suficiente de placebo para el analisis y
se analizara placebo y muestras de placebo adicionado con sus impurezas. Si
no hubiera existencias de los compuestos USP, se pueden degradar el placebo
y las muestras en las siguientes condiciones:
a) Adicion de 1 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar 30 minutos a 60°C
b) Adicion de 1 mL de Hidréxido de sodio 0.1 N, calentar 30 minutos a 60°

c) Exposicion a luz UV

Estandar: Estandar de Trabajo Sildenafil Citrato
Muestras: Placebo y placebo adicionado con estandar de trabajo Sildenafil
Citrato
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Preparacion de placebo:
Preparar 100 g de Sildenafil Citrato tabletas 50 y 100 mg sin adicionar el analito
Sildenafil.

Tratamiento de muestras:
Fraccionar el placebo y producto terminado en cuatro partes para las
condiciones.

e) Sin tratamiento

f) Adicion de 1 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar 30 minutos a 60°C

g) Adicién de 1 mL de Hidroxido de sodio 0.1 N, calentar 30 minutos a 60°C

h) Exposicion a luz UV

Preparacién del estandar: preparar por duplicado

Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balén
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion. Tomar 5.0 mL de esta solucion y transferir a un balén volumétrico de

50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Muestra: Sildenafil Citrato 50 mg y Sildenafil Citrato 100 mg
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Preparacion de muestras:

Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato tabletas y obtener el peso
promedio. Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo. Pesar polvo
triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil. Transferir a un balén volumétrico
de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.
Tomar 5.0 mL de esta solucién y transferir a un balén volumétrico de 50.0 mL.
Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion. Filtrar a través de
papel filtro y usar la solucion filtrada.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Inyectar por duplicado cada muestra y reportar el resultado.

Reportar:

La respuesta es solamente debida al analito

7.5 Precision del sistema

Para Precision del sistema se realizara por sextuplicado del estandar de referencia.
Para el estandar se prepararan 6 soluciones diferentes de estandar al 100%,
ademas del estandar para calibrar.

Estandar de referencia: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato
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Estandar: Estdndar de trabajo Sildenafil Citrato

Preparaciéon de solucion madre:

Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balon
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL

Preparacion de solucion Estandar de referencia: preparar por duplicado
Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Preparacion de estandar: preparar por sextuplicado

Tomar 5.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Inyectar estandares seguidos de cada muestra.

Reportar:

Promedio, Desviacion estandar, Coeficiente de variacion.

7.6Linealidad del sistema
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Para Linealidad del sistema se realizara por triplicado en cinco niveles de
concentracion del estandar de referencia.

Para el estandar de referencia se prepararan por pesadas independientes la

siguiente serie de concentraciones de estandar por triplicado: 80%, 90%, 100%,
110% y 120%
Cada serie se analizard de menor a mayor concentracion para evaluar arrastre

de muestras.

Estandar de referencia: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato

Estandar: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato

Preparacion de solucion madre Sildenafil Citrato: Preparar por triplicado
Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balon
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL

Preparacion de estandar de referencia: preparar por duplicado

Tomar 5.0 mL de la solucidbn madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Preparacion estandar:

Estandar 80%: Preparar por triplicado.
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Tomar 4.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.008 mg/mL

Estandar 90%: Preparar por triplicado.
Tomar 4.5 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.009 mg/mL

Estandar 100%: Preparar por triplicado.
Tomar 5.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Estandar 110%: Preparar por triplicado.
Tomar 5.5 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.011 mg/mL

Estandar 120%: Preparar por triplicado.
Tomar 6.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.012 mg/mL
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Inyectar estandares seguidos de:
Estandar 80%, 90%, 100%, 110% y 120%, una inyeccion de cada muestra.

Repetir para las otras dos series.

Reportar:
Coeficiente de determinacién, coeficiente de variacion, pendiente, intervalo de

confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.

7.7 Exactitud del método (Recobro, precision y Linealidad)

Para Exactitud se realizar4 por triplicado en tres niveles de concentracion
usando placebo adicionado con el analito los que se comparan con estandar
preparado por duplicado. Se repetira para cada matriz de excipientes diferente.

a) Para placebo _adicionado _con_analito se prepararan por pesadas

independientes la siguiente serie de concentraciones de placebo
adicionado con analito por triplicado: 80%, 100% y 120%.

b) Para estandar de referencia se prepara por pesadas independientes o

diluciones por duplicado para cada serie. Cada serie se analizara en el
siguiente orden: estandar por duplicado, placebo adicionado de menor a

mayor concentracion para evaluar arrastre de muestras.

Estandar de referencia: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato
Estandar: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato
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Preparacion de solucion madre Sildenafil Citrato: Preparar por triplicado
Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balén
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL

Preparacion de estandar: preparar por sextuplicado
Tomar 5.0 mL de la solucion madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Preparacién de solucion madre de placebo:

Pesar exactamente el equivalente a 100.0 mg de Placebo y transferir a un balén
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la

solucién. Filtrar la solucién y usar esta como solucién madre de placebo.

Preparacion de estandar:

Estandar adicionado 80%: Preparar por triplicado.

Tomar 4.0 mL de la solucion madre y 5.0 mL de solucion madre de placebo.
Transferir ambas a un balon volumétrico de 50.0 mL. Llevar a volumen con

diluyente y homogenizar la solucion.
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Concentracion: 0.008 mg/mL

Estandar adicionado 100%: Preparar por triplicado.

Tomar 5.0 mL de la solucion madre y 5.0 mL de solucion madre de placebo.
Transferir ambas a un balén volumétrico de 50.0 mL. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Estandar adicionado 120%: Preparar por triplicado.

Tomar 6.0 mL de la solucién madre y 5.0 mL de solucion madre de placebo.
Transferir ambas a un balon volumétrico de 50.0 mL. Llevar a volumen con
diluyente y homogenizar la solucién.

Concentracion: 0.012 mg/mL

Inyectar estandares de calibracidén seguidos de:
Estandar adicionado 80%, 100% y 120% una inyeccién de cada estandar

muestra. Repetir para las otras dos series.

Reportar:

Recobro: Porcentaje de recobro e intervalo de confianza de la media poblacional.

Linealidad del método: coeficiente de determinacion, pendiente, intervalo de
confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.
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Precision: promedio, coeficiente de variacion.

7.8Repetibilidad y Precision Intermedia

Para Repetibilidad y Precisién Intermedia se realizara por sextuplicado el analisis
de muestras de producto terminado.

Para las muestras de producto terminado _se preparan seis muestras de

producto terminado de un mismo lote, se repite el experimento para las siguientes

condiciones:

Analista 1 Analista 2
Equipo 1 Equipo 1
Dia 1 Dia 2

Estandar: Estandar de trabajo Sildenafil Citrato

Muestras: Producto terminado Sildenafil Citrato 50 mg y 100 mg tabletas
Preparaciéon de solucion madre Sildenafil Citrato: Preparar por triplicado
Pesar exactamente el equivalente a 10.0 mg de Sildenafil y transferir a un balén
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion.

Concentracion: 0.1 mg/mL

Preparacion de estandar: preparar por sextuplicado
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Tomar 5.0 mL de la solucién madre y transferir a un balén volumétrico de 50.0
mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Preparacion de producto terminado: preparar por sextuplicado

Pesar individualmente 20 tabletas de Sildenafil Citrato 50 mg y 100 mg tabletas
y obtener el peso promedio. Triturar las 20 tabletas con ayuda de mortero y pistilo.
Pesar polvo triturado equivalente a 10.0 mg de Sildenafil. Transferir a un balon
volumétrico de 100.0 mL. Adicionar 60 mL de diluyente. Sonicar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la
solucion. Tomar 5.0 mL de esta solucién y transferir a un balén volumétrico de
50.0 mL. Llevar a volumen con diluyente y homogenizar la solucion. Filtrar a
través de papel filtro y usar la solucién filtrada.

Concentracion: 0.01 mg/mL

Inyectar estandares de seguidos de las muestras.

Reportar:
Repetibilidad: promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacion
Precision intermedia: promedio, coeficiente de variacion, prueba de Fisher,

prueba t de Student.

- La validacién del método analitico tendréa una duracién de 5 afos.
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10.0 ANEXOS:

Anexar las hojas de trabajo y las hojas de calculo de todas las pruebas ejecutadas

en la validacion.

Como resultado se obtuvieron los protocolos de validacion que se elaboraron solo
por metodologia y no por presentacion del producto terminado, ya que se trata
de un mismo principio activo en la misma matriz; es decir que para los parametros
de precision del sistema, linealidad del sistema y exactitud del método (Recobro,
precision y Linealidad) los resultados de estas pruebas de desempefio son los

mismos para la metodologia de Espectrofotometria Ultra Violeta y Cromatografia
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Liquida de Alto Desemperfio, ya que se elabor6 la cantidad de placebo segun la

férmula que tuviera mas de éste

5.2 Evaluacion de los parametros de desempefio de validacion en las

metodologias de Espectrofotometria Ultra Violeta y Cromatografia

Liquida de Alto Desempefio, para la cuantificacion de Sildenafil

citrato tabletas

Validacion por Espectrofotometria Ultravioleta visible de Sildenafil Citrato

50 mg y 100 mg

La validacion de la metodologia por Ultra Violeta visible para Sildenafil Citrato

tabletas 50 mg se realiz6 de acuerdo a lo descrito en protocolo de validacion de

metodologia analitica. A continuacion, se describen las pruebas realizadas

Para la prueba de Robustez se analizaron muestras de producto terminado por

triplicado cambiando deliberadamente las condiciones internas de longitud de

onda del método de analisis:

a) Longitud de onda: £ 2 nm.

Tabla N° 2. Resultados de la prueba de Robustez UV

Sildenafil Citrato 50 mg

Porcentaje sobre lo rotulado

Repeticion Condicién normal 288 nm 292 nm
1 96.27127622 96.0825933 96.4341718
2 95.59568831 95.4035644 | 96.0958063
3 95.59568831 95.4035644 95.7574407
Promedio 95.82088428 95.6299074 96.0958063

Sildenafil Citrato 100 mg

Porcentaje sobre lo rotulado




Tabla N° 2. Continuacion

Repeticion Condicién normal 288 nm 292 nm
1 96.74425405 96.8982042 97.2456083
2 96.07007806 95.8817895 96.2326332
3 96.07007806 95.8817895 96.5702915
Promedio 96.29480339 96.2205944 96.6828443
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En la Tabla N° 2 se presentan los resultados de la prueba de Robustez para la
metodologia de Espectrofotometria Ultra Violeta, con ésta se pretendia
demostrar la capacidad del método para permanecer no afectado por pequefias
variaciones premeditadas de los parametros establecidos, tal es el caso del
cambio de la longitud de onda, es decir que esta prueba proporciona una
indicacion de fiabilidad del método durante su uso normal. Con los resultados
obtenidos se confirma que el método es robusto ya que las diferencias
significativas entre la condicion normal y la condicion modificada son menores al
2%. Los resultados fueron, para la presentacion de Tabletas de 50 mg de 0.19%

y 0.27% y para la presentacion de Tabletas de 100 mg son de 0.07% y 0.39%.

Para Estabilidad se analizaron muestras de producto terminado por triplicado
en las siguientes condiciones de almacenamiento:

a) Inicial

b) En refrigeracion 24 horas

c) A temperatura ambiente 24 horas

Tabla N° 3. Resultados de la prueba de Estabilidad UV.

Sildenafil Citrato 50 mg

Porcentaje sobre lo rotulado

Repeticion Inicial 22°C 5°C
1 100.0862031 99.5414075 100.943399
2 98.3723983 99.8919054 100.592901




Tabla N° 3. Continuacion

Repeticion Inicial 22 °C 5°C
3 98.71515927 100.242403 100.242403
Promedio 99.05792024 99.8919054 100.592901
Sildenafil Citrato 100 mg
Porcentaje sobre lo rotulado
Repeticion Inicial 22 °C 5°C
1 99.59802545 99.7462722 101.496207
2 99.94028671 100.796233 101.846194
3 99.2557642 100.446246 101.496207
Promedio 99.59802545 100.329584 101.612869
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En la tabla N° 3 se presentan los resultados de la prueba de Estabilidad, con la
que se pretendia demostrar la propiedad de una muestra preparada, de
conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion del analito, después de

ser almacenada en un tiempo y en condiciones determinadas.

Con los resultados obtenidos se confirma que el método cumple con el parametro
de Estabilidad ya que las diferencias absolutas de los valores promedio obtenidos
de las condiciones de 22° C y 5° C en 24 horas son menores o iguales al 2%. Los
resultados fueron, para la presentacion de Tabletas de 50 mg 0.83% y 1.53%, y
para la presentacion de Tabletas de 100 mg 0.70% y 2.00%

Para Especificidad se prepar6 cantidad suficiente de placebo para el analisis y
se analizo placebo y muestras de placebo adicionado con sus impurezas.
Como no se contaba con la existencia de los compuestos USP, se degrado el
placebo y las muestras en las siguientes condiciones:
a) Degradacion acida: Adicion de 1 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar
30 minutos a 60°C



103

b) Degradacion basica: Adicion de 1 mL de Hidréxido de sodio 0.1 N, calentar
30 minutos a 60°C
c) Degradacion por exposicién a luz UV

Tabla N° 4. Resultados de Selectividad/ especificidad UV.

Sildenafil Citrato 50 mg
Porcentaje sobre lo rotulado
Placebo Degradacion Degradacion Degradacion
Repeticion Adicionado acida basica uv
1 97.87712731 88.91888176 94.89104546 96.21819295
2 98.20891419 91.57317674 93.56389797 96.8817667
Promedio 98.04302075 90.24602925 94.22747172 96.54997982
Sildenafil Citrato 100 mg
Porcentaje sobre lo rotulado
Placebo Degradacion Degradacion Degradacion
Repeticion Adicionado acida béasica uv
1 97.51821182 88.47013031 92.15638574 96.51286943
2 97.51821182 88.80524444 92.15638574 96.1777553
Promedio 97.51821182 88.63768738 92.15638574 96.34531237

En la Tabla N°
Selectividad/Especificidad, con la que pretendia determinar la capacidad del

4 se presentan los resultados de la prueba de
método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente al analito de

interés.

La aplicacion de la técnica confirmatoria con muestras sometidas a estrés para
determinar la Selectividad/Especificidad se realiza con el fin de generar
compuestos potencialmente interferentes. Al realizar el procesamiento
matematico de los datos obtenidos, se determino que se degrada en el orden del
10% al 20%. Por lo tanto, esto no distorsiona la respuesta del analito, ni su

identidad y la sefial solo depende de él (misma forma del espectro de
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absorbancia, y misma longitud de onda de mayor absorbancia). Los resultados
para fueron, para la presentacion de Tabletas de 50 mg degradacion acida
90.25%, degradacion basica 94.23%, degradacion por exposicion a luz UV 96.
55%; para la presentacion de Tabletas de 100 mg degradacion acida 88.64%,

degradacion béasica 92.16%, degradacion por exposicion a luz UV 96. 35%
Para Precision del sistema se realiz6 por sextuplicado del estandar de
referencia. Para el estandar se prepararon 6 soluciones diferentes de estandar

al 100%, ademas del estandar para calibrar.

Tabla N° 5. Resultados de la prueba de Precision del sistema UV.

ESTANDAR
REPLICA Concentracion tetrica Valor de la lectura

1 0.014104256 0.293
2 0.013959844 0.290
3 0.014056119 0.292
4 0.013911707 0.289
5 0.014104256 0.293
6 0.013863569 0.288
Promedio 0.291

DesVesta 0.002136976

Ccv 0.734776868

En la Tabla N° 5 se presentan los resultados de la prueba de Precision del
sistema, el objetivo de realizar esta prueba fue medir la variabilidad o el grado de
dispersién de las respuestas del equipo utilizado (Absorbancias). El coeficiente
de variacién (CV) obtenido mediante esta prueba es menor 3%. El resultado
obtenido con esta prueba fue de 0.74% con esto se evidencia que el
Espectrofotometro Ultra Violeta se encuentra en Optimas condiciones para

brindar los resultados que se esperan.
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Para Linealidad del sistema se realiz6 por triplicado en cinco niveles de

concentracion del estandar de referencia.

Para el estandar de referencia _se prepararan por pesadas independientes la

siguiente serie de concentraciones de estandar por triplicado: 80%, 90%, 100%,
110% y 120%
Cada serie se analiz6 de menor a mayor concentracion para evaluar arrastre de

muestras.

Tabla N° 6. Resultados de prueba de Linealidad del sistema UV

RESULTADO Criterio Dictamen
aceptacion
< A 0,

CVy/x 1.889 CV<2 6 3% cumple
b1 215 b1#0 cumple
r2 0.9852 rz20.98 cumple

IC (R1) 23.04 no debe

incluir el cero cumple
19.89
0.02 o
IC ( Ro) debe incluir el cumple
cero
-0.03

En la Tabla N° 6 se presentan los resultados de la prueba de Linealidad del
sistema que es la capacidad del instrumento de medicion (Espectrofotometro
Ultravioleta) de emitir respuestas directamente proporcionales a la cantidad de

analito presente en la muestra.

Con los resultados obtenidos se demuestra el comportamiento lineal sin
necesidad de ninguna transformacion matematica y el coeficiente de
determinacion es mayor a 0.98, el coeficiente de variacion de los factores de
respuesta (CVyix) es menos 3%, la pendiente tiene un valor diferente de cero, el
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intervalo de confianza de la pendiente no incluye cero, el intervalo de confianza

para el intercepto si incluye el cero

Exactitud del método (Recobro, precisién y Linealidad
Para Exactitud se realizo por triplicado en tres niveles de concentracion usando
placebo adicionado con el analito, los que se comparan con estandar preparado

por duplicado. Se repitié para cada matriz de excipientes diferente.

Para placebo adicionado con analito se prepard por pesadas independientes
la siguiente serie de concentraciones de placebo adicionado con analito por
triplicado: 80%, 100% y 120%.

a) Para estandar de referencia se prepar6 por pesadas independientes o

diluciones por duplicado para cada serie. Cada serie se analiz6 en el
siguiente orden: estandar por duplicado, placebo adicionado de menor a

mayor concentracion para evaluar arrastre de muestras.

Tabla N° 7. Célculos del porcentaje de recobro UV.

NIVEL% mg/mL Lectura mg/mL %Recobro
Adicionado Recuperado
SERIE 1
0.237 0.01132649 | 101.856889
SERIE 2 80 0.011
0.235 0.01123090 | 100.997338
SERIE 3
0.235 0.01119251| 100.652048
SERIE 1
0.304 0.01452849 | 105.278902
SERIE 2 100 0.014
0.301 0.01438512 | 104.239966
SERIE 3
0.298 0.01419305 | 102.848205
SERIE 1
0.344 0.01638393 | 98.2249769
SERIE 2 120 0.017
0.346 0.01653571 | 99.1349754
SERIE 3
0.353 0.01681258 | 100.794816




107

En la tabla N° 7 se presentan los resultados de porcentaje de recobro que
mediante el calculo del intervalo de confianza de la media poblacional que debe
incluir el 100% se obtiene la Exactitud, este parametro demuestra la proximidad
entre los resultados obtenidos mediante un procedimiento analitico respecto a su

valor verdadero.

El intervalo de confianza de la media poblacional de esta prueba es 99.80 al
103.30%.
Tabla N° 8. Resultados de la prueba de Linealidad del método UV.

Criterio _
RESULTADO - Dictamen
aceptacion
CVy/x 2.35436636 CV<2 6 3% cumple
bl 0.95579696 b1#0 cumple
r2 0.98221 r2 20.98 cumple
1.07076 debe incluir la
] cumple
IC (R1) 0.84083 unidad
0.00147779 debe incluir el
cumple
IC ( Ro) -0.00080 cero

En las Tabla N° 8 se presentan los resultados de la prueba de Linealidad del
método, que es la capacidad del método analitico de emitir resultados de prueba
directamente proporcionales a la concentracién del analito dentro de un intervalo
dado.

El comportamiento es directamente proporcional entre la concentracion
adicionada y la concentracion recuperada, y se evidencia con el coeficiente de
determinacién que es mayor a 0.98, la pendiente de la recta es diferente de cero,
el intervalo de confianza de la pendiente de la recta incluye la unidad, el intervalo

de confianza para el intercepto incluye el valor de cero.
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Para Repetibilidad y Precisién Intermedia se realizd0 por sextuplicado el

analisis de muestras de producto terminado.

Para las muestras de producto terminado se preparé seis muestras de

producto terminado de un mismo lote, se repite el experimento para las siguientes

condiciones:

Tabla N° 9. Resultados de la prueba de Repetibilidad 1y 2 UV.

Analista 1 | Analista 2
Equipo 1l | Equipo 1
Dial Dia 2

Sildenafil Citrato 50 mg
ANALISTA 5 1
EQUIPO EQCC-047 EQCC-047
MUESTRA % %
1 105.077257 101.227273
2 99.9870097 100.176471
3 99.9870097 98.1389831
4 99.9870097 97.6681036
5 100.335396 99.3475177
6 100.337841 98.3233165
Promedio 100.951921 99.1469441
Sildenafil Citrato 100 mg
ANALISTA 5 1
EQUIPO EQCC-047 EQCC-047
MUESTRA % %
1 102.091999 99.5115563
2 99.9870097 99.1577269
3 101.04321 96.48123
4 105.868598 100.371719
5 98.2571306 100.713119
6 99.2902361 102.078721
Promedio 101.089697 99.7190121




Tabla N° 10. Resultados de la prueba de Precision intermedia UV.
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Analista

Promedio

Varianza

f calculado

f de tabla

Resultado

Sildenafil

100.9519

4.1137517

2.2094994

5.050329

Fcalc<Ftab
Varianzas son
estadisticamente
iguales

Citrato
50 mg

99.14694

1.8618478

t calculado

t de tabla

Resultado

1.8086580

2.228138

tcal<ttab
No hay diferencia
significativa en
los promedios

Sildenafil

101.0896

7.2644163

f calculado

f de tabla

Resultado

2.0378401

5.050329

Fcalc<Ftab
Varianzas son
estadisticamente
iguales

Citrato
100 mg

99.71901

3.5647625

t calculado

t de tabla

Resultado

1.0202712

2.228138

tcal<ttab
No hay diferencia
significativa en
los promedios

El objetivo de realizar esta prueba de Precision fue medir la variabilidad o el grado

de dispersion del método de ensayo.

En esta investigacién esta prueba se midié respecto a la Repetibilidad, tales
resultados se muestran en la Tabla N° 9 ya que se estudi6 la variabilidad del
método efectuando una serie de andlisis sobre la misma muestra en las mismas
condiciones operativas (mismo analista, mismo equipo, mismos reactivos, etc.)
en las mismas instalaciones del laboratorio y Precision Intermedia tales
resultados se muestran en la Tabla N° 10, con la cual se pretendia estudiar la
variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra,
pero en condiciones operativas distintas (diferente analista, diferente dia de

analisis, diferentes reactivos, etc.).

Por lo tanto, se afirma que el método es preciso ya que no existe diferencia

significativa entre los resultados obtenidos por un analista y otro.
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Validacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de Sildenafil
Citrato 50 mg y 100 mg

La validacion de la metodologia por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
para Sildenafil Citrato tabletas 50 mg se realiz6 de acuerdo a lo descrito en
protocolo de validacion de metodologia analitica. A continuacion, se describen
las pruebas realizadas
Para Robustez se analizO muestra de producto terminado por triplicado
cambiando deliberadamente las condiciones internas del método de analisis:

a) Volumen de inyeccion: + 2 %

b) Flujo de la fase movil: + 1 %

c) Longitud de onda: £ 2 nm

d) Temperatura de la columna: £ 2 °C

Tabla N° 11. Resultados de la prueba de Robustez de Sildenafil Citrato 50

mg HPLC.
Sildenafil Citrato 50 mg
Porcentaje sobre lo rotulado
Replica Normal 19 pL 22 yL
95.785002 97.7666528 97.65332
95.7296619 97.4327552 97.62267
95.1869813 97.1694957 97.1618
Promedio 95.567215 97.4563012 97.4792479
Replica Normal 99% FM 101% FM
95.78500196 97.5824013 97.70146
95.7296619 97.4500175 97.70563
95.1869813 97.6785477 97.4038
Promedio 95.567215 97.5703222 97.60363
Replica Normal 288 nm 292nm
95.78500196 97.1991913 97.47052
95.7296619 97.5095854 97.45672
95.1869813 96.819457 97.0250
Promedio 95.567215 97.1760779 97.3174138




Tabla N° 11. Continuacion

Replica

Normal 28 grados 32 grados
95.78500196 97.1551834 96.89854
95.72966187 97.3483891 96.92860
95.18698131 97.1622197 97.0266
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Tabla N° 12. Resultados de la prueba de Robustez de Sildenafil Citrato

100 mg HPLC
Sildenafil Citrato 100 mg
Porcentaje sobre lo rotulado
Replica Normal 19 pL 22 pL
97.44565330 97.3868247 | 97.3877826
97.5163089 97.5485952 | 97.2487241
96.8588596 97.08697850 | 96.9602367
Promedio 97.27360725 97.3407995 97.1989145

Replica Normal 99% FM 101% FM
97.44565330 96.9528513| 96.956473

97.5163089 97.1921101| 97.353191

96.8588596 97.9034556 | 96.967035
Promedio 97.2736072 97.3494723 97.0922328

Replica Normal 288 nm 292nm

97.44565330 97.0554410 96.28768

97.5163089 97.3239447 96.13789

96.8588596 97.8731371 96.95021
Promedio 97.2736072 97.4175076 96.4585949
Replica Normal 28 grados 32 grados
97.44565330 97.2601331| 97.400423

97.51630887 96.8451988 | 97.341717

96.85885957 96.9694674| 97.066178
Promedio 97.2736072 97.0249331 97.2694393

En la Tabla N° 11 y 12 se presentan los resultados de la prueba de Robustez

para la metodologia de Cromatografia Liquida de Alto Desempefio, con ésta se
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pretendia demostrar la capacidad del método para permanecer no afectado por
pequefias variaciones premeditadas de los parametros establecidos, tal es el
caso del cambio de volumen de inyeccion, flujo de la fase mévil, longitud de onda
del detector y temperatura de la columna es decir que esta prueba proporciona

una indicacion de fiabilidad del método durante su uso normal.

Con los resultados obtenidos se confirma que el método es robusto ya que las
diferencias significativas entre la condicién normal y las condiciones modificadas

son menores o iguales al 2%.

Los resultados fueron, para la presentacion de Tabletas de 50 mg en el cambio
de volumen de inyeccion1.89% y 1.91%; en el flujo de fase movil 2.00% y 2.00%;
en el cambio de longitud de onda del detector 1.61% y 1.75% y para la
temperatura de la columna 1.65% y 1.38%. Para la presentacion de Tabletas de
100 mg en el cambio de volumen de inyeccion0.07% y 0.07%; en el flujo de fase
movil 0.08% y 0.18%; en el cambio de longitud de onda del detector 0.14% y
0.82% y para la temperatura de la columna 0.25% y 0.00%.

Para Estabilidad se analiz6 muestra de producto terminado por triplicado en las
siguientes condiciones de almacenamiento:

a) Inicial

b) En refrigeracion 24 horas

c) A temperatura ambiente 24 horas

Tabla N° 13. Resultados de la prueba de Estabilidad HPLC.

Sildenafil Citrato 50 mg

Porcentaje sobre lo rotulado

Replica Inicial 22°C 5°C

1 99.7718546 100.958809 101.04188
Replica Inicial 22°C 5°C

2 99.8271172 100.914882 100.949844




Tabla N° 13. Continuacion

3 99.6586695 100.748739 101.048753
Promedio 99.7525471 100.874143 101.013492
Sildenafil Citrato 100 mg
Porcentaje sobre lo rotulado
Replica Inicial 22°C 5°C
1 97.4948795 99.2141977 99.2920266
2 97.8054140| 99.1536642| 99.1608209
3 97.7266745 99.2276165 99.0442267
Promedio 97.675656 | 99.1984928| 99.1656914
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En la tabla N° 12 se presentan los resultados de la prueba de Estabilidad, con la
que se pretendia demostrar la propiedad de una muestra preparada, de
conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion del analito, después de

ser almacenada en un tiempo y en condiciones determinadas.

Con los resultados obtenidos se confirma que el método cumple con el parametro
de Estabilidad ya que las diferencias absolutas de los valores promedio obtenidos
de las condiciones de 22° C y 5° C en 24 horas son menores al 2%. Los
resultados fueron, para la presentacion de Tabletas de 50 mg 1.12% y 1.26%, y

para la presentacion de Tabletas de 100 mg 1.52% y 1.49%

Para Especificidad se prepar6 cantidad suficiente de placebo para el analisis y
se analiz6 placebo y muestras de placebo adicionado con sus impurezas. Como
no se contaba con la existencia de los compuestos USP, se degrado el placebo
y las muestras en las siguientes condiciones:
a) Degradacion acida: Adicion de 1 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar
30 minutos a 60°C
b) Degradacion basica: Adicion de 1 mL de Hidroxido de sodio 0.1 N,

calentar 30 minutos a 60°C
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c) Degradacion por Exposicion a luz UV

Tabla N° 14. Resultados de la prueba de Selectividad/ Especificidad HPLC.

Sildenafil Citrato 50 mg
Porcentaje sobre lo rotulado
Repeticion P_Iapebo Deg[aplacién Degrgo]acién Degradacion
Adicionado acida béasica uv
1 97.45 81.62 88.3562135 | 92.9467041
2 97.51 81.44 88.7437033 93.3477179
Promedio 97.477660 81.5308942 88.5499584 93.147211
Sildenafil Citrato 100 mg
Porcentaje sobre lo rotulado
Repetici6n P_Ia_cebo Deg,ra_dacic')n Degr,ad_acién Degradacion
Adicionado acida basica uv
1 96.80 80.21 86.4700662 | 92.1148420
2 96.21 80.31 86.4971014 | 91.6584758
Promedio 96.501599 80.2626935 86.4835838 | 91.8866589

En la Tabla N°

14 se presentan

resultados de

la prueba de

Selectividad/Especificidad, con la que pretendia determinar la capacidad del
método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente al analito de

interés.

La aplicacion de la técnica confirmatoria con muestras sometidas a estrés para
determinar la Selectividad/Especificidad se realiza con el fin de generar

compuestos potencialmente interferentes.

Al realizar el procesamiento matematico de los datos obtenidos, se determino
que se degrada en el orden del 10% al 20%. Por lo tanto, esto no distorsiona la
respuesta del analito, ni su identidad y la sefial solo depende de él (misma forma
del pico cromatografico, mismo tiempo de retencién). Los resultados para fueron,

para la presentacion de Tabletas de 50 mg degradacion éacida 81.53%,
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degradacion béasica 88.55%, degradacion por exposicion a luz UV 93. 15%; para
la presentacion de Tabletas de 100 mg degradacion acida 80.26%, degradacion

basica 86.48%, degradacion por exposicion a luz UV 91.89%

Para Precision del sistema se realizo por sextuplicado del estandar de referencia.
Para el estandar se prepararan 6 soluciones diferentes de estandar al 100%,

ademas del estdndar para calibrar.

Tabla N° 15. Resultados de la prueba de Precision del sistema HPLC

ESTANDAR
Concentracion tedrica Valor de la lectura
REPLICA

1 0.014106460 352140

2 0.013957640 348425

3 0.013967535 348672

4 0.013720129 342496

5 0.013527564 337689

6 0.013424051 335105
Promedio 344087.833
DesVesta 6765.105806
Ccv 1.966098522

En la Tabla N° 15 se presentan los resultados de la prueba de Precisién del sistema,
el objetivo de realizar esta prueba fue medir la variabilidad o el grado de dispersién
de las respuestas del equipo utilizado (Areas). El coeficiente de variacion (CV)
obtenido mediante esta prueba es menor 2%. El resultado obtenido con esta prueba
fue de 1.97% con esto se evidencia que el Cromatégrafo Liquido de Alto Desempefiio

se encuentra en ¢ptimas condiciones para brindar los resultados que se esperan

Para Linealidad del sistema se realizé por triplicado en cinco niveles de

concentracion del estandar de referencia.



116

Para el estandar de referencia se prepararan por pesadas independientes la

siguiente serie de concentraciones de estandar por triplicado: 80%, 90%, 100%,
110%y 120%
Cada serie se analiz6 de menor a mayor concentracion para evaluar arrastre de

muestras.

Tabla N° 16. Resultados de Linealidad del sistema HPLC.

RESULTADO Criterio Dictamen
aceptacion
CVy/x 0.798 CV<2 6 3% cumple
b1 24437889.7 b1#0 cumple
r2 0.9973 r2 20.98 cumple
IC (R1) 25192684.36 no debe
. . cumple
23683095.02 incluir el cero
4427.38 i i
IC ( Ro) debe incluir cumple
-16764.71 el cero

En la Tabla N° 16 se presentan los resultados de la prueba de Linealidad del
sistema que es la capacidad del instrumento de medicién (Cromatografo Liquido
de Alto Desempefio) de emitir respuestas directamente proporcionales a la
cantidad de analito presente en la muestra. Con los resultados obtenidos se
demuestra el comportamiento lineal sin necesidad de ninguna transformacién
matematica y el coeficiente de determinacién es mayor a 0.98, el coeficiente de
variacion de los factores de respuesta (CVyix) es menos 3%, la pendiente tiene
un valor diferente de cero, el intervalo de confianza de la pendiente no incluye
cero, el intervalo de confianza para el intercepto si incluye el cero

Exactitud del método (Recobro, precision y Linealidad)

Para Exactitud se realizé por triplicado en tres niveles de concentracion usando
placebo adicionado con el analito, los que se comparan con estandar preparado

por duplicado. Se repitié para cada matriz de excipientes diferente.
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a) Para placebo adicionado con analito se prepar6 por pesadas

independientes la siguiente serie de concentraciones de placebo
adicionado con analito por triplicado: 80%, 100% y 120%.

b) Para estandar de referencia se prepard por pesadas independientes o

diluciones por duplicado para cada serie. Cada serie se analiz6 en el
siguiente orden: estandar por duplicado, placebo adicionado de menor a

mayor concentracion para evaluar arrastre de muestras.

Tabla N° 17. Célculos de porcentaje de Recobro HPLC

mg/mL mg/mL
NIVEL% Adicionados Lectura Recuperados | %Recobro
SERIE 1 266855 0.01114491 | 100.224014
SERIE 2 80 0.011 262942 0.01103318 | 99.2192546
SERIE 3 266896 0.01114846 | 100.255895
SERIE 1 336228 0.0140422 | 101.755063
SERIE 2 100 0014 330880 0.01388389 | 100.607931
SERIE 3 335527 0.01401523| 101.559611
SERIE 1 401245 0.01676032 | 100.481528
SERIE 2 120 0.017 395254 | 0.01658506| 99.4308181
SERIE 3 401112 0.01675476 | 100.448221

En la tabla N° 17 se presentan los resultados de porcentaje de recobro que
mediante el calculo del intervalo de confianza de la media poblacional que debe
incluir el 100% se obtiene la Exactitud, este parametro demuestra la proximidad
entre los resultados obtenidos mediante un procedimiento analitico respecto a su
valor verdadero. El intervalo de confianza de la media poblacional de esta prueba
es de 99.78 al 101.09%.
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Tabla N° 18. Resultados de la prueba de Linealidad del método HPLC.

Criterio .
RESULTADO aceptacion Dictamen
CVy/x 0.87966008 CV=2 6 3% cumple
b1l 1.00485009 b1#0 cumple
r2 0.99776 r:20.98 cumple
1.04739 debe incluir la cumple
unidad P
IC (31) 0.96231
0.00024233 debe incluir el
cumple
cero
IC ( 30) -0.00060

En las Tabla N° 18 se presentan los resultados de la prueba de Linealidad del
método, que es la capacidad del método analitico de emitir resultados de prueba
directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un intervalo
dado.

El comportamiento es directamente proporcional entre la concentracién
adicionada y la concentracion recuperada, y se evidencia con el coeficiente de
determinacién que es mayor a 0.98, la pendiente de la recta es diferente de cero,
el intervalo de confianza de la pendiente de la recta incluye la unidad, el intervalo

de confianza para el intercepto incluye el valor de cero

Para Repetibilidad y Precision Intermedia se realizé por sextuplicado el analisis

de muestras de producto terminado.

Para las muestras de producto terminado _se preparé seis muestras de

producto terminado de un mismo lote, se repite el experimento para las siguientes

condiciones:



Tabla N° 19. Resultados de la prueba de Repetibilidad 1y 2 HPLC.

Analista 1 Analista 2
Equipo 1 Equipo 1
Dia 1 Dia 2

Sildenafil Citrato 50 mg

ANALISTA 5 1
EQUIPO EQCC-0008 EQCC-0008
MUESTRA % SR % SR
1 98.3388996 96.5999437
2 99.9262104 99.0038680
3 97.0672805 98.0766456
4 98.6626232 96.9777086
5 98.5568809 97.8897687
6 100.218971 97.2641635
Promedio 98.7951443 97.6353497
Sildenafil Citrato 100 mg
ANALISTA 5 1
EQUIPO EQCC-0008 EQCC-0008
MUESTRA % SR % SR
1 98.1945092 97.3201787
2 99.1619658 97.9754101
3 99.3329248 97.6914692
4 98.0549132 96.9234219
5 97.3750156 96.1029759
6 98.8726065 97.1290591
Promedio 98.4986558 97.1904192
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Tabla N° 20. Resultados de la prueba de Precision intermedia HPLC

120

Analista

Promedio

Varianza

f calculado

f de tabla

Resultado

Sildenafil
Citrato
50 mg

98.79514

1.3149194

1.7417765

5.050329

Fcalc<Ftab
Varianzas son
estadisticamente
iguales

97.63534

0.7549300

t calculado

t de tabla

Resultado

1.9746373

2.228138

tcal<ttab
No hay diferencia
significativa en
los promedios

Analista

Promedio

Varianza

f calculado

f de tabla

Resultado

Sildenafil
Citrato
100 mg

98.49865

0.5655607

f calculado

f de tabla

Resultado

1.3203642

5.050329

Fcalc<Ftab
Varianzas son
estadisticamente
iguales

97.19041

0.4283369

t calculado

t de tabla

Resultado

1.7846625

2.228138

tcal<ttab
No hay diferencia
significativa en
los promedios

El objetivo de realizar esta prueba de Precision fue medir la variabilidad o el grado
de dispersion del método de ensayo. En esta investigacion esta prueba se midio
respecto a la Repetibilidad, tales resultados se muestran en la Tabla N° 19 ya
gue se estudio la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre
la misma muestra en las mismas condiciones operativas (mismo analista, mismo
equipo, mismos reactivos, etc.) en las mismas instalaciones del laboratorio y
Precision Intermedia tales resultados se muestran en la Tabla N° 20, con la cual
se pretendia estudiar la variabilidad del método efectuando una serie de analisis
sobre la misma muestra, pero en condiciones operativas distintas (diferente
analista, diferente dia de analisis, diferentes reactivos, etc.).

Por lo tanto, se afirma que el método es preciso ya que no existe diferencia

significativa entre los resultados obtenidos por un analista y otro
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5.3 Redaccion de los correspondientes Informes de Validacion

INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Cédigo: | © dd;gvoaﬁga'gifgr:me Edicion: Pveiggggi g_e Pagina:
IVA-CC-001 IVMA-CC-001 00 5 afios Paginaldeb5
REALIZO REVISO AUTORIZO

Quimico analista

Coordinador de Validaciones
Metodolégicas

Jefe de Control de Calidad

Fecha de emision: Fecha:

Fecha de vigencia:

PRINCIPIO ACTIVO:

Sildenafil Citrato

NOMBRE DEL PRODUCTO (S) :

Sildenafil Citrato tabletas 50mg

FORMA FARMACEUTICA:

Tabletas

CONCENTRACION:

70.225 mg de Sildenafil Citrato equivalente
a 50 mg de Sildenafil

EQUIPO:

EQCC-0008

Introduccidn.

Se realizé una validacion del método analitico, para corroborar que el método

utilizado cumple con los parametros para ser definido como especifico, exacto,

preciso y robusto.

La validacion de los métodos analiticos sera efectuada de acuerdo al principio

activo a evaluar, esto permite que varias presentaciones o formas farmacéuticas

sean abarcadas en una misma validacion; haciendo los ajustes necesarios para

cada tipo de forma farmacéutica segin sea necesario.
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO

EN TABLETAS 50 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Caédigo: Co ddelg\,%ﬁgalgig-me Edicion: Pveiggr?c?i ;J.e Pagina:
IVA-CC-001 IVMA-CC-001 00 5 afios Pagina 2 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado | Dictamen
Desempefio Aceptacion
Promediode | 47.91 mg N/A
contenido
Promedio parala | -
condicién normal Xo= 95.82%
(Xo) y con el Xi =95.63%
cambio (Xi) | N/A
Robustez Xii= 96.09%
Diferencia <2% métodos
absoluta de Ios_ cromatogr_afla y A= 0.190%
valores promedio volumétricos CUMPLE
. 0, A
(&) =3% métodos | g 575
quimicos y
espectrofotométricos
Estabilidad Diferencia 0.834%
analitica absoluta <2% 1.535% CUMPLE
Xo=98.04%
La respuesta del Degradacion debe
I . _ 0
SSpecliogadl | Mellosehe el | seren lorenve | X Z02% | cunpLe
0 = 0
debida al analito 10 al 20% Xii= 94.23%
Xii=96.55%
Promedio | = - 0.291 N/A
Desviacion | = --memeeee- 0.00213697 N/A
estandar 6
Precisién del Coeficiente de <2% métodos
sistema variacion (CV) cromatograficos y
volumétricos 0.735%
<3% métodos CUMPLE
fisicoquimicos y
espectrofotométricos
i i ici >
Lme_alldad del Coeflplen'_[(? de2 =0.98 0.9852 CUMPLE
sistema determinacion (r?)
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO

EN TABLETAS 50 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Caédigo: Co ddelg\,%ﬁgalgig-me Edicion: Pveiggr?c?i ;J.e Pagina:
IVA-CC-001 IVMA-CC-001 00 5 afios Pagina 3 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado | Dictamen
Desempefio Aceptacion
<2% métodos
Coeficiente de cromatograficos y
variacion de los volumétricos
factores de <3% métodos 1.889 CUMPLE
respuesta (CV) fisicoquimicos y
espectrofotométricos
Pendiente (b1) #0 21.5 CUMPLE
Linealidad del
sistema
Intervalo de . . _
confianza de la No detz:ee;gcluw el (2éco(.8115); ;39) CUMPLE
pendiente IC(B1) ' '
Intervalo de Debe incluir el cero
confianza del IC(Bo)=
) CUMPLE
intercepto (a) (0.02- -0.03)
Recobro
(Recobro, quimicos y
Precision del ) )
método y Porcentaje de espectrofotométricos 101.56%
Linealidad del recobro 98 — 102% métodos CUMPLE
método) o
cromatograficos y
volumétricos
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO

EN TABLETAS 50 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
Cadigo: co ddelzgvoaﬁc?algi?r:-me Edicion: Pveiggr?c?i :.e Pagina:
IVA-CC-001 IVMA-CC-001 00 5 afios Péagina 4 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacion
Intervalo de Debe incluir el Limite
confianza de la 100% o el superior=
media poblacional | promedio del % de 103.31%
. L CUMPLE
recobro se incluya Limite
en el intervalo Inferior=
99.81%
Linealidad del método
Coeficiente de
determinacion (r?) =0.98 0.98221 CUMPLE
Pendiente #0 0.955797 CUMPLE
Exactitud int o d c(@1)
Recobro, ntervalo de inclui =
pRe0000. | confianza de la Depe moluir a (1.071- | CUMPLE
método y pendiente IC(B1) 0.841)
Linealidad del
método)
Intervalo de IC (Ro)=
confianza del Debe incluir el cero (0.0015- - CUMPLE
intercepto (a) 0.00080)
Precision
Promedio | - 101.56% N/A
Coeficiente de <3% métodos
variacion qguimicos y
espectrofotométric
0s
<2% métodos 2.25% CUMPLE
cromatograficos y
volumétricos
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Cadigo: co ddelzgvoaﬁc?algi?r:-me Edicion: Pveiggr?c?i :.e Pagina:
IVA-CC-001 IVMA-CC-001 00 5 afios Pagina 5 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacioén
Promedio | = - 100.95% N/A
Coeficiente de <3% métodos
variacion guimicos y
R ibilidad espectrofotométric
epetibilida 0s 2.01% | CUMPLE
<2% métodos
cromatograficos y
volumétricos
Precision Promedio | = - 100.95% N/A
intermedia
99.15%
Coeficiente de <3% métodos
variacion quimicos y
espectrofotométric 2.01%
0s CUMPLE
<2% métodos 1.38%
cromatograficos y
volumétricos
Prueba de Fisher Fexp < Ftab 2.21<5.01 CUMPLE
Prueba t de
Student texp < ttab 1.81<2.23 CUMPLE




126

INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg POR HPLC

Cadigo: co ddégvoalcii g;gifgr:_m € Edicion: Pveirglgggi ;I.e Pagina:
IVA-CC-002 IVMA-CC-002 00 5 afios Pagina 1de5
REALIZO REVISO AUTORIZO

Coordinador de Validaciones

L Jefe de Control de Calidad
Metodoldgicas

Quimico analista

Fecha de emision: Fecha: Fecha de vigencia:
PRINCIPIO ACTIVO: Sildenafil Citrato
NOMBRE DEL PRODUCTO (S): Sildenafil Citrato tabletas 50mg
FORMA FARMACEUTICA: Tabletas

70.225 mg de Sildenafil Citrato equivalente a
50 mg de Sildenafil

CONCENTRACION:

EQUIPO: EQCC-047

Introduccidn.

Se realiz6é una validacion del método analitico, para corroborar que el método
utilizado cumple con los parametros para ser definido como especifico, exacto,

preciso y robusto.

La validacion de los métodos analiticos sera efectuada de acuerdo al principio
activo a evaluar, esto permite que varias presentaciones o formas farmacéuticas
sean abarcadas en una misma validacion; haciendo los ajustes necesarios para

cada tipo de forma farmacéutica segun sea necesario.
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg POR HPLC

Cadigo: co ddégvoalcii galgifgr:_m € Edicion: Pveirglgg(?i ;I.e Pagina:
IVA-CC-002 IVMA-CC-002 00 5 afios Pagina2de5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado | Dictamen
Desempefio Aceptacion
Promedio de
Robustez contenido | T 47.79 mg N/A
Xo= 95.56%
Xi =97.45%
Xii =97.48%
Xii=97.57%
Promedio para la
condicién normal Xiv=97.60%
----------- N/A
(Xo) y con el
cambio (Xi) X, =97.18%
Xvi=97.32%
Robustez Xvi=97.22%
Xyii=96.95%
Diferencia <2% métodos Ai=1.889%
absoluta de los cromatografia 'y o o
valores promedio volumétricos £i=1.912%
(A) <3% métodos Aii= 2.00%
quimicosy | A -5 00%
espectrofotométricos '
A=1.609% | CUMPLE
Avi=1.750%
Avi=1.655%
Avii=1.38%
0,
Estabilidad Diferencia <09 1.122% CUMPLE
analitica absoluta =er 1.261%




128

INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg POR HPLC

Caédigo: Co ddelzgvoaﬁc?algi?r:-me Edicion: Pveiggr?c?i :.e Pagina:
IVA-CC-002 IVMA-CC-002 00 5 afios Pagina 3 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado | Dictamen
Desempefio Aceptacion
La respuesta del Degradacion debe Xom97.4%%
Especificidad/ método debe ser 9 Xi=81.53% | cumPLE
L e ser en el orden del _
selectividad Unicamente 10 al 20% Xii=88.55%
debida al analito Xii=93.15%
Promedio | - 344087.833 N/A
Desviacion | = --memeeee- 6765.105 N/A
estandar
Precisién del Coeficiente de <2% métodos
sistema variacion (CV) cromatograficos y
volumétricos o
<3% métodos 1.966% CUMPLE
fisicoquimicos y
espectrofotométricos
Coeficiente de =0.98 0.9973 CUMPLE
determinacion (r?)
Coeficiente de <2% métodos
variacion de los cromatograficos y
factores de volumétricos
respuesta (CVy/x) <3% métodos 0.798 CUMPLE
_ _ fisicoquimicos y
Linealidad del espectrofotométricos
sistema Pendiente (ba) #0 24437889.7 | CUMPLE
Intervalo de No debe incluir el IC(B1) =
confianza de la cero (25192684.3 CUMPLE
pendiente IC(B1) 6-
23683095.0)
Intervalo de Debe incluir el cero IC(Bo)= CUMPLE
confianza del (4427.38
intercepto (a) -16764.71)
Recobro
Exactitud Porcentaje de 97 — 103% métodos
(Recobro, quimicos y
Precisién del recobro es Atri
g pectrofotométricos | 100.44%
método y 98 — 102% métodos CUMPLE
Linealidad del - o
método) cromatograficos y
volumétricos
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg POR HPLC

Cédigo: | ©° ddégvoaﬁga'gifgr:me Edicion: Pveiggggi g_e Pagina:
IVA-CC-002 IVMA-CC-002 00 5 afios Pagina 4 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempeiio Aceptacion
Intervalo de Limite
confianza de la Superior=
Exactitud media poblacional Det|>e mclw(rj'el ;OIOOO//(’ 101.09%
xactitu o el promedio del % o
(Recobro, de recobro se incluya Limite CUMPLE
Precision del en el intervalo Inferior=
método y
Linealidad del 99.80%
método)
Linealidad del método
Coeficiente de =20.98 0.99776 CUMPLE
determinacion (r?)
Pendiente #0 1.00485008 | CUMPLE
7
Intervalo de IC(B1)=
confianza de la
pendiente IC(B1) Debe incluir la | (1:0473906 CUMPLE
unidad 0.96230957
3)
Exactitud Intervalo de IC (Ro)=
(Recobro, .C‘i”f'anzta del (0.0002423
Precision del intercepto (a) Debe incluir el cero 29 CUMPLE
método y
Linealidad del -0.00060)
meétodo) —
Precision
Promedio | = ----memeee- 100.43% N/A
Coeficiente de <3% métodos
variacion guimicos y
espectrofotométricos
cromatograficos y
volumétricos
— 5
Repetibilidad Promedio 98.80% N/A
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 50 mg POR HPLC

Cédigo: | ©° ddégvoaﬁga'gifgr:me Edicion: Pveiggggi g_e Pagina:
IVA-CC-002 IVMA-CC-002 00 5 afios Pagina 5 de 5
Pardmetros de Reportar Criterio de Resultado | Dictamen
Desempefio Aceptacion
Desviacion | = -mememeeee- 1.14669937 N/A
estandar 7
Coeficiente de <3% métodos
Repetibilidad variacion quimicos Yy
espectrofotométricos o
<2% métodos 1.17% CUMPLE
cromatograficos y
volumétricos
Precision Promedio | = - 98.80% N/A
intermedia
97.64%
Coeficiente de <3% métodos
vanaeen es egtl:cl)rgtcoor;gtricos 1.16%
pecrolokt CUMPLE
<2% métodos
e 0.89%
cromatograficos y
volumétricos
Prueba de Fisher Fexp < Frab 1.75<5.05 | CUMPLE
Pruebat de
Student texp < ttab 1.97<2.23 CUMPLE
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO

EN TABLETAS 100 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
Cadigo: co ddégvoalcii g;gifgr:_m € Edicion: Pveirglgggi ;I.e Pagina:
IVA-CC-003 IVMA-CC-003 00 5 afios Pagina 1de5
REALIZO REVISO AUTORIZO

Quimico analista Coordinador de,Vfahdamones Jefe de Control de Calidad
Metodoldgicas

Fecha de emisién: Fecha: Fecha de vigencia:
PRINCIPIO ACTIVO: Sildenafil Citrato
NOMBRE DEL PRODUCTO (S): Sildenafil Citrato tabletas 100mg
FORMA FARMACEUTICA: Tabletas

140.45 mg de Sildenafil Citrato equivalente a
100 mg de Sildenafil

CONCENTRACION:

EQUIPC: EQCC-0008

Introduccién.

Se realizd una validacién del método analitico, para corroborar que el método
utilizado cumple con los parametros para ser definido como especifico, exacto,

preciso y robusto.

La validacion de los métodos analiticos sera efectuada de acuerdo al principio
activo a evaluar, esto permite que varias presentaciones o formas farmacéuticas
sean abarcadas en una misma validacion; haciendo los ajustes necesarios para

cada tipo de forma farmacéutica segun sea necesario
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO

EN TABLETAS 100 mg

POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Cadigo: co ddégvoalcii galgifgr:_m € Edicion: Pveirglgggi ;I.e Pagina:
IVA-CC-003 IVMA-CC-003 00 5 afios Pagina 2 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacioén
Promedlp de | = - 96.29 mg N/A
contenido
Promedio parala | ~ --------- Xo=96.29%
condiciéon normal o o
(Xo) y con el Xi =96.23% N/A
cambio (Xi) Xii= 96.68%
Robustez Diferencia <2% métodos
absoluta de los cromatografia y
valores promedio volumétricos Ai= 0.074%
(A) <3% métodos CUMPLE
guimicos y Aii=0.389 %
espectrofotométrico
S
- Diferencia 0.732%
Estabilidad o
analitica absoluta <2% 2.0% CUMPLE
X0=97.52%
La respuesta del - o 0
Especificidad/ método debe ser Degradacion debe Xi =88.64% CUMPLE
L L ser en el orden del -
selectividad Unicamente Xi=92.16%
debida al analito 10 al 20%
Xii=96.35%
Promedio | = - 0.291 N/A
Desviacion | = —-emeeeee- 0.002136976 N/A
estandar
s Coeficiente de <2% métodos
Precision del Co e
; variacion (CV) cromatograficos y
sistema volumétricos
0,
<3% métodos 0.735% CUMPLE
fisicoquimicos y
espectrofotométrico
S
. . - S
Linealidad del Coefl_czlenpg de2 20.98 0.9852 CUMPLE
sistema determinacion (r?)
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO

EN TABLETAS 100 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
Cadigo: Coddelgvzl?ga:gi?r:_me Edicion: Pﬁggg; :.e Pagina:
IVA-CC-003 IVMA-CC-003 00 5 afios Pagina 3 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacioén
Coeficiente de <2% métodos
variacion de los cromatograficos y
factores de volumétricos
respuesta (CV) <3% métodos 1.889 CUMPLE
fisicoquimicos y
espectrofotométrico
Linealidad del _ S
Intervalo de No debe incluir el IC(B1) =
confianza de la cero 23 O(Bl% E;g CUMPLE
pendiente IC(B1) (23.0-19.89)
Intervalo de Debe incluir el cero IC(Bo)=
confianza del 0 02(503_03 CUMPLE
intercepto (a) (0.02- -0.03)
Recobro
Porcentaje de 97 — 103%
recobro métodos quimicos
y
espectrofotométrico 0
s 101.56% CUMPLE
98 — 102%
métodos
Exactitud cromatograficos y
(Recobrol Volumétl’iCOS
Precisién del Intervalo de Debe incluir el Limite
_metado y confianza de la 100% o el Superior=
Lmeallldad del ) ) promedio del % de .
método) media poblacional recobro se incluya 103.31%
. . CUMPLE
en el intervalo Limite
Inferior=
99.81%
Linealidad del método
Coeficiente de =20.98 0.98221 CUMPLE
determinacion (r?)
Pendiente #0 0.955797 CUMPLE
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO

EN TABLETAS 100 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
Caédigo: Co ddelzgvoaﬁc?algi?r:-me Edicion: Pveiggr?c?i :.e Pagina:
IVA-CC-003 IVMA-CC-003 00 5 afios Péagina 4 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacioén
Intervalo de . . _
confianza de la Deb§n|ir(1jcal(tjur la a (;(7:(1%)541) CUMPLE
pendiente IC(31) ' '
Intervalo de Debe incluir el B
confianza del cero IC (Bo)=
intercepto (a) (0.0015- - CUMPLE
0.00080)
Precision
Promedio | = - 101.56% N/A
Coeficiente de <3% métodos
variacion quimicos y
espectrofotométri
cos 2.25% CUMPLE
<2% métodos
cromatograficos y
volumétricos
Promedio | e 101.09% N/A
Desviacion | = ---eeeemeeee- 2.695258117 N/A
estandar
<3% métodos
Repetibilidad qguimicos y
- espectrofotométri
Co\fgﬁgec’i‘éende cos 2.67% CUMPLE
<2% métodos
cromatograficos y
volumétricos
R 101.09% N/A
Precision .
intermedia Promedio
99.72%
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

EN TABLETAS 100 mg

Cédigo de Informe

Periodo de

Caédigo: de validacion: Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-003 IVMA-CC-003 00 5 afios Pagina 5 de 5
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacion
<3% métodos
quimicos y
- espectrofotométricos 2.67%
Coelene o
<2% métodos 1.90%
Precisién cromatog,ra_flcos y
intermedia volumétricos
Prueba de Fexp < Ftab 2.04<5.05 CUMPLE
Fisher
Prueba t de
Student texp < ttab 1.02<2.23 CUMPLE
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 100 mg POR HPLC

Cadigo: co ddégvoalcii g;gifgr:_m € Edicion: Pveirglgggi ;I.e Pagina:
IVA-CC-004 IVMA-CC-004 00 5 afios Péagina 1 de 4
REALIZO REVISO AUTORIZO

Quimico analista

Coordinador de Validaciones
Metodolégicas

Jefe de Control de Calidad

Fecha de emision: Fecha:

Fecha de vigencia:

PRINCIPIO ACTIVO:

Sildenafil Citrato

NOMBRE DEL PRODUCTO (S):

Sildenafil Citrato tabletas 100mg

FORMA FARMACEUTICA:

Tabletas

CONCENTRACION:

140.45 mg de Sildenafil Citrato equivalente a
100 mg de Sildenafil

EQUIPO:

EQCC-047

Introduccidn.

Se realizd una validacién del método analitico, para corroborar que el método

utilizado cumple con los parametros para ser definido como especifico, exacto,

preciso y robusto.

La validacion de los métodos analiticos sera efectuada de acuerdo al principio

activo a evaluar, esto permite que varias presentaciones o formas farmacéuticas

sean abarcadas en una misma validacion; haciendo los ajustes necesarios para

cada tipo de forma farmacéutica segin sea necesario
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 100 mg POR HPLC

Cadigo: co ddégvoalcii g;gifgr:_m € Edicion: Pveirglgggi ;I.e Pagina:
IVA-CC-004 IVMA-CC-004 00 5 afios Péagina 2 de 4
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacién
Robustez Promedlp de | 97.28 mg N/A
contenido
Xo=97.28%
Xi =97.34%
Xii =97.20%
Xii=97.35%
Promedio para la
condicién normal Xiv=97.09%
----------- N/A
(Xo) y con el
cambio (X) Xu=97.42%
Xvi =96.46%
Xvi=97.03%
Robustez
Xyi=97.27%
Ai=0.067%
Aii=0.075%
o) s
s2% metodos | g o760
cromatografia y
Diferencia absoluta volumétricos Aiv=0.181%
o) o %
de los vglores <3 A> m_etodos A=0.144% CUMPLE
promedio (Ai) quimicos y
espectrofotométrico | Avi=0.815%
S Ai=0.249%
Avii=0.004%
Estabilidad Diferencia absoluta 1.523%
e o
analitica <2% 1.409% CUMPLE
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 100 mg POR HPLC

Cédigo de Informe

Periodo de

IViégg(()):(M de validacion: Edi(():(i)én: vigencia: P4 i§§%i32:4
e IVMA-CC-004 5 afios g
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacioén
X0=96.51%
La respuesta del - o
Especificidad/se método debe ser Degradalmog deéJeI Xi =80.26% CUMPLE
lectividad dnicamente debida | S€' €N €' OF oen € Xii=86.48%
al analito 10 al 20%
Xii=91.89%
Promedio | ------ 344087.833 N/A
Precisién del
sistema Desviacion | = -ememe- 6765.105 N/A
estandar
Coeficiente de <2% métodos
variacion (CV) cromatograficos y
Precision del volumé’tricos
X <3% métodos 1.966% CUMPLE
sistema - o
fisicoquimicos y
espectrofotométrico
S
Coeficiente de =>0.98 0.9973 CUMPLE
determinacion (r?)
Coeficiente de <2% métodos
variacion de los cromatograficos y
factores de volumétricos
respuesta (CVy/x) <3% métodos 0.798 CUMPLE
fisicoquimicos y
espectrofotométrico
Linealidad del Pendiente (bs) #0 24437889.7 | CUMPLE
sistema
IC(B1) =
C;g}gng ddeela No debe incluir el | (25192684.3 | 10
pendiente IC(B1) cero 6
23683095.0)
Intervalo de IC(Bo)=
confianza del Debe incluir el cero (4427.38 CUMPLE
intercepto (a) -16764.71)
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 100 mg POR HPLC

Cadigo: co ddelzgvoaﬁc?algi?r:-me Edicion: Pveiggr?c?i :.e Pagina:
IVA-CC-004 IVMA-CC-004 00 5 afios Péagina 3 de 4
Parametros de Reportar Criterio de Resultado Dictamen
Desempefio Aceptacioén
Recobro
97 — 103% métodos
quimicos y
Porcentaje de espectrofotométrico o
ecobro s 100.44% CUMPLE
98 — 102% métodos
cromatograficos y
Exactitud volumétricos
(Recobro, Intervalo de Limite
Precision del : . ) Lo
método y confianza de la Debe incluir el Superior=
Linealidad del media poblacional | 100% o el promedio |  101.09%
método) del % de recobro se - CUMPLE
. Limite
incluya en el _
intervalo Inferior=
99.80%
Linealidad del método
Coeficiente de =20.98 0.99776 CUMPLE
determinacion (r?)
Pendiente #0 1.004850087 | CUMPLE
Intervalo de Debe incluir la IC(B1) =
confianza de la unidad
. 1.0473906
pendiente IC(B1) ( CUMPLE
0.962309573)
Intervalo de Debe incluir el cero | IC (Ro) =
. confianza del 0.000242329
Exactitud intercepto (a) ( CUMPLE
(Recobro, -0.00060)
Precision del —
método y Precision
Linealidad del Promedio @ | = ----meee- 100.43% N/A
método) <3% métodos
guimicos y
- espectrofotométrico
Co\‘f;'rcifc?éide s 0.83% CUMPLE
<2% métodos
cromatograficos y
volumétricos
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INFORME DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA VALORACION DE SILDENAFIL CITRATO
EN TABLETAS 100 mg POR HPLC

Cédigo de Informe

Periodo de

Caédigo: de validacion: Edicion: vigencia: Pagina:
IVA-CC-004 IVMA-CC-004 00 5 afios Pagina 3 de 4
Parametros de Reportar Criterio de Resultado | Dictamen
Desempefio Aceptacion
Promedio | = - 98.50% N/A
Desviacion | = —-mmemeeeeee- 0.752037761 N/A
estandar
s <3% métodos
- espectrofotométrico
Co\f:ﬁfcr;éide s 0.76% CUMPLE
<2% métodos
cromatograficos y
volumétricos
Promedio | - 98.50% N/A
97.65%
<3% métodos
quimicos y
. - espectrofotométrico 0.76%
precsitr | Copmene e :
<2% métodos 0.90%
cromatograficos y
volumétricos
Prueba de Fisher Fexp < Ftab 1.32<5.05 CUMPLE
Pruebat de
Student texp < tiab 1.78<2.23 CUMPLE
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5.4 Comparacion de los resultados de los parametros de desempefio de
validacién de metodologias analiticas mediante el uso del estadistico de

prueba “F de Fisher”

La comparacion de metodologias analiticas se realizo utilizando el estadistico de
prueba F, el cual se obtuvo a partir del anélisis de datos del software Excel 2016.
Los parametros a comparar fueron robustez, estabilidad, selectividad, precision
del sistema, linealidad del sistema, recobro (precision y exactitud del método),
Linealidad del método y repetibilidad.

Tabla N° 21. Resumen de prueba F de Fisher, para la comparacién de dos

metodologias analiticas.

Parametros F calculado F de tabla Dictamen

Fcalc<Ftab
Condicién 139 19 Varlgn_zas son
normal estadisticamente

iguales

288 nm 1.29 19 Fcalc<Ftab
Varianzas son
estadisticamente
iguales

Robustez

1.78 19 Fcalc<Ftab
Varianzas son
estadisticamente
iguales

292 nm

Inicial Fcalc>Ftab

111.54 19 varle,m_zas son

estadisticamente
diferentes

22°C 10.01 19 Fcalc<Ftab
Varianzas son
estadisticamente
iguales

Estabilidad

5°C 40.28 19 Fcalc<Ftab
Varianzas son
estadisticamente
iguales




Tabla N° 21. Continuacion.

Degradacion

Fcalc<Ftab
Varianzas son

% S/R 100 mg
HPLC

Selectividad s 0.004490578 | 0.00619396 o
acida estadisticamente
iguales
Parametros F calculado F de tabla Dictamen
0.085247627 | 0.00619396 Fcalc>Ftab
Degradacion varianzas son
basica estadisticamente
diferentes
Selectividad
0.36520794 0.00619396 Fcalc>Ftab
Degradacion varianzas son
uv estadisticamente
diferentes
Fcalc<Ftab
Precisiondel | | ecturas | 9.97815E-14 | 0.1980069 varianzas son
sistema estadisticamente
iguales
Fcalc<Ftab
Linealidad del | ooyyras | 7.80855E-13 | 0.40262004 | _Varianzas son
sistema estadisticamente
iguales
(Precisiony | % Recobro | 7.406130063 | 3.43810123 | 3 ETES SN
exactitud) diferentes
Linealidad del Fcalc>Ftab
; Concentracion varianzas son
método recuperada 0.919075883 | 0.29085822 estadisticamente
diferentes
% S/R 50 mg
uv Fcalc<Ftab
3.128519937 | 5.05032906 Vtag?q.zas SO”t
% SIR 50 mg estadisticamente
HPLC iguales
Repetibilidad
% S/R 100 mg
uv Fcalc>Ftab
12.84462502 | 5.05032906 vananzas son

estadisticamente
diferentes

142
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5.5 Determinar si existe diferencia significativa en el uso de las
metodologias Espectrofotometria UV y Cromatografia liquida HPLC para la

cuantificacion de Sildenafil Citrato

Para determinar si existe diferencia significativa en el uso de la metodologia por
Espectrofotometria Ultravioleta y por Cromatografia liquida de alto desempefio
se realizaron en primer lugar las pruebas de validacion de metodologias
analiticas fisicoquimicas a cada una, posteriormente se comparé mediante el uso
de la prueba F de Fisher la respuesta de los parametros de validacién. Por lo
detallado en la Tabla N° 20 donde se evidencia que en la comparacién de los
pardmetros de Precision y Exactitud obtenidos del porcentaje de recobro, las
varianzas de ambas respuestas son estadisticamente diferente, lo que significa
que si existen diferencias significativas entre el uso de una metodologia u otra,
asi que podemos afirmar que la metodologia por Cromatografia liquida de alto
desempefio es mas precisa y exacta para cuantificar el Sildenafil Citrato; esto lo
respaldamos con la prueba de Linealidad del método ya que sus resultados nos
revela que el método andlisis es capaz de emitir las respuestas solo del analito,
en la comparacion de esta prueba se observa que las varianza son
estadisticamente diferentes, y se confirma con el parametro de Selectividad/
Especificidad ya que también las varianzas son estadisticamente diferentes en
dos de tres pruebas realizadas. Por lo tanto, podemos afirmar que la metodologia
por Cromatografia liquida de alto desempefio es mas selectiva para la

determinacion del analito.



CAPITULO V

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

1. Se validaron dos metodologias analiticas para la cuantificacion de
Sildenafil Citrato en tabletas de 50 y 100mg y se demostré que la
metodologia por Cromatografia Liquida de Alto Desempefio es la mas

idonea para tal determinacion

2. Los resultados obtenidos en la validacion de la determinacion de contenido
de Sildenafil Citrato en tabletas de 50mg y 100mg por Espectrofotometria
Ultra Violeta y por Cromatografia Liquida de Alto Desempefio se afirma

que, ambos métodos cumplen con los parametros de:

Robustez, ya que las diferencias absolutas de los valores promedios
obtenidos de los cambios realizados son menores o igual a 2%.
Estabilidad por que las diferencias absolutas de los valores promedio
obtenidos de las condiciones en 24 horas es menor o igual al 2%.
Selectividad/ Especificidad, ya que la respuesta obtenida se debe
Unicamente a la del analito

Precision del sistema ya que el coeficiente de variacién (CV) obtenido es
menor o igual al 3% para método por UV y menor o igual a 2% para método
HPLC

Linealidad del sistema, ya que el coeficiente de determinacion es mayor
0.98, el coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CVyx) es
menos o igual a 3% para el método UV y es menor o igual a 2% para el
método HPLC, la pendiente tiene un valor diferente de cero, el intervalo de
confianza de la pendiente no incluye cero, el intervalo de confianza para
el intercepto si incluye el cero.

Exactitud, ya que el intervalo de confianza de la media poblacional del
obtenida del calculo de porcentaje de recobro incluye el 100%.
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Linealidad del método, el coeficiente de determinacion es mayor o igual al
0.98, la pendiente de la recta es diferente de cero para, el intervalo de
confianza de la pendiente de la recta incluye la unidad, el intervalo de
confianza para el intercepto incluye el valor de cero.

Precision, ya que el coeficiente de variacion de los factores de respuesta
(CVyix concentracion recuperadal/ concentracion adicionada) es menor o
igual al 2% para el método UV y es menor o igual al 3% para el método
HPLC

Repetibilidad, ya que el coeficiente de variacion obtenido mediante esta
prueba es menor o igual al 3% para el método UV y es menor o igual 2%
para el método HPLC.

Precision intermedia, ya que no existe diferencia significativa en la

respuesta de ambos métodos con respecto al cambio de analista.

A partir del uso de la prueba F de Fisher se puede afirmar que, si existen
diferencias significativas en uso de la metodologia por Cromatografia
Liquida de Alto Desempefio sobre la metodologia por Espectrofotometria
Ultravioleta para la determinacién de Sildenafil Citrato en tabletas de 50mg
y 100mg, ya que este método demostré6 ser mas Preciso, Exacto y
Selectivo.



CAPITULO VII.
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES.
A futuras investigaciones:

1. Realizar la validacion de la hoja de célculo de Excel 2016 elaborada para
procesar los datos obtenidos en la validacion de la determinacion de
contenido de Sildenafil Citrato en tabletas de 50mg y 100mg por
Espectrofotometria Ultra Violeta y por Cromatografia Liquida de Alto

Desempefio
Al Laboratorio Farmacéutico Nacional

1. Realizar la transferencia tecnolégica y calificacion técnica al personal
Andlisis Fisicoquimico de Producto Terminado para utilizar la metodologia
por Cromatografia Liquida de Alto Desempefio para determinacion de

Sildenafil Citrato en Tabletas de 50 mg y 100 mg.

2. Para futuras validaciones analiticas fisicoquimicas ensayar el parametro
de Especificidad/ Selectividad usando Compuestos relacionados USP, ya
gue en esta investigacion se realiz6 partiendo de la degradacion del

placebo y placebo adicionado con analito

3. Si para la cuantificacion de Sildenafil Citrato en tabletas de 50 mg y 100
mg se opta emplear la metodologia por Espectrofotometria Ultravioleta,
realizar los respectivos analisis de riesgos, con los cuales se podra
garantizar la validez de los resultados, asi como también verificar el

comportamiento historico del analito en estas condiciones.
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GLOSARIO:

Analito (3): Componente especifico de una muestra a medir.

Calibracion (3): Conjunto de operaciones que determinan la relacion entre los
valores indicados por un instrumento de medicion y los valores conocidos
correspondientes a un patron de referencia.

Documentacion ). Conjunto de informacion que sustenta una actividad
realizada.

Especificaciones 3): Descripcion del material que incluye la definiciobn de sus
propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de variacion de los parametros

de calidad.

Especificidad (3): Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida Unicamente al analito de interés.

Exactitud (3: Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el
valor de referencia.

Estabilidad analitica de la muestra (3): Propiedad de una muestra preparada,
de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracién del analito, después

de almacenarse por un tiempo y condiciones determinadas.

Intervalo (3): Concentraciones incluidas entre la concentracidén superior e inferior
del analito (incluyendo éstas), para las cuales se ha demostrado que el método

es preciso, exacto y lineal.

Limite de cuantificacion ): Concentracion minima del analito que se puede

determinar con precision y exactitud aceptables.

Limite de deteccion (3): Concentracion minima del analito que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada.

Linealidad (3: Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por una transformacién matematica, son proporcionales a la

concentracion del analito.



Método analitico (3): Descripcién de la secuencia de actividades, materiales y
parametros que se deben cumplir para llevar a cabo el andlisis de un componente

especifico de la muestra.

Método analitico desarrollado internamente (3): Método desarrollado por el
propio laboratorio.
Método analitico oficial 3): Método que aparece en la literatura oficial

reconocida.

Método analitico no oficial ): Método que no aparece en la literatura oficial

reconocida.
Muestra (3): Porcion del material a evaluar.

Muestra analitica (3): Porcién del material a evaluar de acuerdo al método

analitico.

Muestra adicionada 3): Porcion representativa del material a evaluar, a la que

se le adicionan cantidades conocidas del analito.

Parametros de desempefio 3): Parametro especifico a estudiar en un protocolo

de validacion.

Placebo analitico 3. Muestra que contiene todos los componentes de un

producto a excepcion del analito.

Placebo adicionado (3): Muestra de un placebo analitico al cual se le adiciona
una cantidad conocida del analito.

Precision (3): Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una

muestra homogénea.

Precision intermedia 3). Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas
en un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias.

Recobro @3): Cantidad del analito determinada en el placebo adicionado,

empleando el método analitico.



Repetibilidad ): Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un
solo analista, usando los mismos instrumentos y métodos.

Robustez (3: Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros normales
de operacion del método.

Sustancia de referencia o estandar de trabajo (3): Sustancia de uniformidad
reconocida destinada a utilizarse en comprobaciones analiticas fisicas, quimicas
o microbiolégicas en el transcurso de las cuales se comparan con la sustancia
en evaluacion

Validacion del método analitico 3): Proceso por el cual se demuestra, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para

la aplicacion analitica deseada.



ANEXO N°1.
FORMATO DE PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS
ANALITICAS



PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO
POR METODOLOGIA ANALITICA
Caédigo: Co.dlgo. ’de. Edicion: Periodo de
validacion:

e vigencia:
PVA-CCxxx VMA-CC-xxx X 5 afios

Péagina:
Pagina x de y

REALIZO REVISO AUTORIZO

Quimico analista Coordinador de,V§1I|daC|ones Jefe de Control de Calidad
Metodoldgicas

Fecha de emision: Fecha: Fecha de vigencia:

1.0 Objetivo:
Detallar el objetivo de realizar la validacion.

2.0 Alcance o evaluacion de riesgo:

Explicar la importancia que tiene la realizacion de la validacion y que se obtendria
al realizarla. Se debe especificar el nombre del principio activo, el nombre del
producto terminado, concentracion y forma farmacéutica, especificar el método

de andlisis a utilizar.

3.0 Responsablesy funciones:
Detallar cada una de las funciones y roles asignadas a cada una de las personas

involucradas en la validacion.

40 PROCEDIMIENTOS (METODOLOGIA ANALITICA):
4.1 INTRODUCCION
Dar un breve resumen del principio activo, incluir su férmula molecular, peso

molecular, propiedades o caracteristicas, etc.

4.2  JUSTIFICACION:
Declarar si la validacion sera una verificacion o una validacién completa y el

porqué.



PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

POR METODOLOGIA ANALITICA

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO

Cadigo:
PVA-CC-xxx

Cédigo de
validacion:
VMA-CC-xxx

Edicién:
XX

Periodo de
vigencia:
5 afos

Péagina:
Pagina x de y

4.3 MEDIDAS DE SEGURIDAD:

Indicar si la manipulacion de las sustancias quimicas a emplear requiere de

proteccién especial y sus peligros.

4.4 CALIFICACIONES:

Hacer referencia al documento de calificacion de los sistemas, procesos o

equipos involucrados en la validacién analitica.

Nombre del equipo

Marca

Cédigo

Calificacion

INFORME

45 CALIBRACIONES:

Hacer referencia al documento que asegura la calibraciéon de los equipos o

instrumentos, sistemas o procesos involucrados.

Nombre del equipo

Marca

Cdédigo

Calibracion | INFORME

4.6 ESPECIFICACIONES:

Indicar el porcentaje y los miligramos de aceptacion (%) del principio activo, en

la forma farmacéutica, incluir la forma en la cual sera reportada la identificacion

del activo.




PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO
POR METODOLOGIA ANALITICA

Caédigo: \/C;?iilggigf_ Edicion: Pveiggggiad-e Pagina:
PVA-CC-xxx VMA-CCxxX XX 5 afios Pagina x de y
NOMBRE CRITERIO DE ACEPTACION
Principio
activo
Producto
terminado

4.7 METODO DE ANALISIS A VALIDAR:
Indicar la técnica analitica que sera utilizado. Si es método titrimétrica,

espectrofotométrica o por cromatografia liquida de alta resolucion.

4.8 PRINCIPIO ACTIVO Y CONCENTRACION:
Indicar la cantidad de principio activo por unidad de dosis.

4.9 EQUIPOS:

Enlistar todos los equipos e instrumentos que se utilizaran durante el analisis,

detallar
Nombre del Marca Cdédigo Nombre del Marca Cédigo
equipo equipo

4.10 CRISTALERIA Y MATERIALES:

Enlistar toda la cristaleria y materiales que se utilizaran durante el analisis.

4.11 REACTIVOS:
Indicar los reactivos que sera necesario para el analisis.
4.12 METODO DE CUANTIFICACION:



PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO

POR METODOLOGIA ANALITICA

couigo: [ Code0 e
PVA-CC-xxx VMA-CC-xXX

Edicion: Pveirlgggiad.e Péagina:
XX gencia. Pagina x de y
5 anos

Describir el procedimiento a seguir para realizar el andlisis de cuantificacion,
indicando las cantidades a pesar, alicuotas a tomar, concentraciones finales a
obtener, incluir parametros de analisis, longitud de onda, medio a utilizar, celda,
fase movil, columna, temperatura. Hacer la descripcién de la metodologia como

una marcha analitica para estandares y muestras.

4.13 CASCADA DE DILUCION DEL METODO DE CUANTIFICACION:
Esquematizar la metodologia analitica descrita en 4.12.
4.14 DE ACEPTACION PARA MUESTRA DE DISOLUCION:

N/A

5.0 PARAMETROS A EVALUAR:

Parametros a evaluar: Aclarar qué tipo de validacion se realizard, y las pruebas a
realizarse segun se corresponde de acuerdo a las tablas de parametros de

desempefio

RESUMEN DE PARAMETROS A EVALUAR Y CRITERIOS DE ACEPTACION

METODOS FISICOQUIMICOS

Pardmetros de Desempefio

Reportar

Criterio de Aceptacion

Promedio de contenido

Promedio para la condicion
normal (Xo) y con el cambio

Robustez (X)
Diferencia absoluta de los o
: <2%
valores promedio (Ai)
Estabilidad analitica Diferencia absoluta <3%

Especificidad/selectividad

Respuesta después de
aplicar el método

La respuesta es solamente
debida al analito

Promedio

Desviacion estandar

Precisién del sistema

Coeficiente de variaciéon
(CV)

Linealidad del sistema

Coeficiente de
determinacion (r?)




PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO
POR METODOLOGIA ANALITICA

Cédigo: \g‘l’i‘é'g; c‘j'r? Edicion: Pveiggggig_e Pagina:
PVA-CC-xxx VMA-CCoxxX XX 5 afios Pagina x de y
Coeficiente de variacion de
los factores de respuesta <3%
(CV)
Pendiente (b) #0
Intervalo de confianza de la No debe incluir el cero
pendiente IC(B1)
Intervalo de confianza del . .
. Debe incluir el cero
intercepto (a)
Exactitud Recobro
Porcentaje de recobro 97 — 103% métodos quimicos
y espectrofotométricos
98 — 102% métodos
cromatograficos y
volumétricos
Intervalo de confianza de la Debe incluir el 100% o el
media poblacional promedio del % de recobro
se incluya en el intervalo
Linealidad del método
Coeficiente de determinacion =0.98
(9]
Pendiente #0
Intervalo de confianza de la Debe incluir la unidad
pendiente IC(B1)
Intervalo de confianza del Debe incluir el cero
intercepto (a)
Exactitud Precision
Promedio | = ceemeeeeee
Coeficiente de variacion <3% métodos quimicos y
espectrofotométricos
<2% métodos
cromatograficos y
volumétricos
Repetibilidad Promedio | = e
Desviacion estandar |  -mememeeeeee-
Coeficiente de variacion <3% métodos quimicos y
espectrofotométricos
<2% métodos
cromatograficos y
volumétricos
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VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO
POR METODOLOGIA ANALITICA

Cédigo: \/C;?ioélggigf_ Edicion: Pveiggggig_e Pagina:
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Promedio | = e

Precision intermedia

Coeficiente de variacion

<3% métodos quimicos y
espectrofotométricos
<2% métodos
cromatograficos y
volumétricos

Prueba de Fisher

Fexp < Ftab

Prueba t de Student

texp < ttab

6.0

Incluir el detalle de la formulacién

MUESTRAS

e Nombre del producto. Férmula maestra cédigo 000-01

Cédigo de cada
materia prima

Descripcion

Cantidad

Unidad

EXCIPIENTES CANTIDAD SUFICIENTE PARA 100 g

e Nombre del producto. Formula maestra codigo 000-02

Cdbdigo de cada
materia prima

Descripcion

Cantidad

Unidad

EXCIPIENTES CANTIDAD SUFICIENTE PARA 100 g




PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

POR METODOLOGIA ANALITICA

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO

Cadigo:
PVA-CC-xxx

Cdédigo de
validacion:
VMA-CC-xxx

Edicién:
XX

Periodo de
vigencia:
5 afos

Pagina:
Pagina x de y

7.0 PROCEDIMIENTO:

Para cada una de las pruebas a realizar escribir y dejar claramente establecido
cuantas muestras se prepararan, cual sera la cantidad que se pesard y que
concentracion se obtendra. Hacerlo de la manera mas clara posible para que
cualquier analista que lo revise sea capaz de seguir el analisis. Para cada una de
las pruebas se debe imprimir las hojas de trabajo segun formato donde se

registren los datos obtenidos para luego sacar los célculos necesarios, asi como

la actualizacion en digital de las hojas de calculo en Excel.

Estos cuadros deberan ir anexados al protocolo al finalizar la validacién para que

sirvan de soporte al informe de validacion.

7.14 Robustez

Para Robustez se analizara muestra de producto terminado por triplicado

cambiando deliberadamente las condiciones internas del método de analisis:

a) Cantidad de diluyente: puede ajustarse hasta en un + 3 mL.

b) Cantidad de indicador: puede ajustarse en + 3 gotas

c) pH de la fase movil: el pH de la solucibn amortiguadora acuosa usada en

la preparacion de la fase moévil puede ajustarse dentro de las + 0.2 unidades

del valor o intervalo especificado.

d) Concentracion de sales en

la solucion amortiguadora:

la

concentracion de las sales usadas en la preparacion de la solucién

amortiguadora acuosa empleada en la fase movil puede ajustarse dentro

de + 2%, esto siempre que se mantenga la variacion del pH permitida.




PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS ANALITICAS

VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO
POR METODOLOGIA ANALITICA

Cédigo: \g‘l’i‘fj'g; c‘j'r? Edicion: Pveiggggig_e Pagina:
PVA-CC-xxx VMA-CCoxxX XX 5 afios Paginax dey

e) Relacion de los componentes en la Fase Movil: se aplica para los
componentes menores de la fase moévil (en concentraciones a 50% o
menos). Las cantidades de estos componentes se pueden ajustar en un *
3 %.

f) Longitud de onda del detector UV-VIS: Se permiten variaciones de las
longitudes de onda dentro de £3 nm.

g) Velocidad del flujo: puede ajustarse hasta en un + 1 %.

h) Volumen de inyeccién: puede reducirse hasta donde lo permita el limite

de deteccion.

1) Temperatura de la columna: la temperatura es ajustable hasta en un + 2°
C.

Preparacion del estandar: por duplicado

Detallar la preparacion del estandar.

Preparacion de muestras: Producto terminado.

Detallar la preparacion de la muestra

Reportar:

Promedio del contenido, promedio para la condicion normal y con el cambio,
diferencia absoluta de los valores promedio.

7.15 Estabilidad

Para Estabilidad se analizarda muestra de producto terminado por triplicado en
las siguientes condiciones de almacenamiento:

g) Inicial
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VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO
POR METODOLOGIA ANALITICA

Cédigo: \/C;?iilggigf_ Edicion: Pveiggggiad-e Pagina:
PVA-CC-xxx VMA-CCxxX XX 5 afios Pagina x de y

h) En refrigeracion 24 horas

I) A temperatura ambiente 24 horas
Preparacion del estandar: por duplicado
Detallar la preparacion del estandar.
Preparacion de muestras: Producto terminado.
Detallar la preparacion de la muestra
Reportar:

La diferencia absoluta entre las condiciones.

7.16 Especificidad/Selectividad
Para Especificidad se prepara cantidad suficiente de placebo para el analisis y
se analizara placebo y muestras de placebo adicionado con sus impurezas.
Si no hubiera existencias de los compuestos USP, se pueden degradar el
placebo y las muestras en las siguientes condiciones:
a) Adicion de 1 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar 30 minutos a 60°C
b) Adicion de 1 mL de Hidroxido de sodio 0.1 N, calentar 30 minutos a 60°C

c) Exposicién a luz UV

Estandar: Estandar de Trabajo
Muestras: Placebo y placebo adicionado con estandar de trabajo

Preparacién de placebo:

Detallar la preparacion.
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VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA PRUEBA DE ANALITO EN PRODUCTO
POR METODOLOGIA ANALITICA

Cédigo: \/C;?iilggigf_ Edicion: Pveiggggiad-e Pagina:
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Tratamiento de muestras:

Fraccionar el placebo y producto terminado en cuatro partes para las

condiciones.
a) Sin tratamiento
b) Adicion de 1 mL de Acido clorhidrico 0.1 N, calentar 30 minutos a 50°C
c¢) Adicion de 1 mL de Hidréxido de sodio 0.1 N, calentar 30 minutos a 50°C
d) Exposicién a luz UV

Preparacion del estandar: por duplicado

Detallar la preparacion del estandar.

Preparacion de muestras: Producto terminado.

Detallar la preparacion de la muestra

Reportar:

La respuesta es solamente debida al analito

7.17 Precisién del sistema

Para Precision del sistema se realizara por sextuplicado del estandar de referencia.
Para el estandar se prepararan 6 soluciones diferentes de estandar al 100%,
ademas del estandar para calibrar.

Estandar de calibracion: Estandar de trabajo

Estandar: Estandar de trabajo.

Preparacion de solucion madre Estandar:

Detallar la preparacion de la solucion madre de trabajo

Preparacion de solucion Estandar de calibracion: preparar por duplicado
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Detallar la preparacion de la solucion madre de estandar de calibracion
Preparacion de Estandar: preparar por sextuplicado

Detallar la preparacién de estandar

Reportar:

Promedio, Desviacidn estandar, Coeficiente de variacion.
7.18 Linealidad del sistema
Para Linealidad del sistema se realizard por triplicado en cinco niveles de

concentracion del estandar de referencia.

Para el estandar_de referencia se prepararan por pesadas independientes la

siguiente serie de concentraciones de estandar por triplicado: 80%, 90%, 100%,
110% y 120%
Cada serie se analizara de menor a mayor concentracion para evaluar arrastre

de muestras.

Estandar de referencia: Estandar de trabajo

Estandar: Estandar de trabajo

Preparacion de solucion madre Preparar por triplicado
Detallar la preparacion de la solucion madre
Preparacion de estandar de referencia: preparar por duplicado

Detallar la preparacion del estandar de referencia
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Preparacion de estandar:
Estandar 80%: Preparar por triplicado.
Detallar la preparacion del estandar 80%

Estandar 90%: Preparar por triplicado.

Detallar la preparacion del estandar 90%

Estandar 100%: Preparar por triplicado.

Detallar la preparacion del estandar 100%

Estandar 110%: Preparar por triplicado.
Detallar la preparacién del estandar 110%

Estandar 120%: Preparar por triplicado.
Detallar la preparacién del estandar 120%

Leer estandares de seguidos de:

Estandar 80%, 90%, 100%, 110% y 120%, una lectura de cada muestra. Repetir
para las otras dos series.

Reportar:

Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, pendiente, intervalo de
confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.

Exactitud del método (Recobro, precision y Linealidad)
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Para Exactitud se realizara por triplicado en tres niveles de concentracion

usando placebo adicionado con el analito los que se comparan con estandar

preparado por duplicado. Se repetira para cada matriz de excipientes diferente.

a)

b)

Para placebo adicionado con_analito se prepararan por pesadas

independientes la siguiente serie de concentraciones de placebo
adicionado con analito por triplicado: 80%, 100% y 120%.

Para estandar de referencia se prepara por pesadas independientes o

diluciones por duplicado para cada serie. Cada serie se analizara en el
siguiente orden: estandar por duplicado, placebo adicionado de menor a

mayor concentracion para evaluar arrastre de muestras.

Estandar de referencia: Estandar de trabajo

Estandar: Estandar de trabajo

Preparacion de solucion madre de estandar: Preparar por triplicado

Detallar la preparacion de solucion madre de estandar

Preparacion de estandar de referencia: preparar por sextuplicado

Detallar la preparacion de estandar de referencia

Preparacion de solucion madre de placebo:

Detallar la preparacion de solucién madre de placebo

Preparacion de estandar:
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Estandar 80%: Preparar por triplicado.

Detallar la preparacion de estandar 80%

Estandar 100%: Preparar por triplicado.

Detallar la preparacion de estandar 100%

Estandar 120%: Preparar por triplicado.

Detallar la preparacion de estandar 120%

Leer estandares de calibracion seguidos de:

Estandar 80%, 100% y 120% una lectura de cada estdndar muestra. Repetir para
las otras dos series.

Reportar:

Recobro: Porcentaje de recobro e intervalo de confianza de la media poblacional.
Linealidad del método: coeficiente de determinacién, pendiente, intervalo de
confianza de la pendiente, intervalo de confianza del intercepto.

Precision: promedio, coeficiente de variacion.

7.19 Repetibilidad y Precisién Intermedia

Para Repetibilidad y Precision Intermedia se realizara por sextuplicado el
analisis de muestras de producto terminado.

Para las muestras de producto terminado _se preparan seis muestras de producto

terminado de un mismo lote, se repite el experimento para las siguientes

condiciones:
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Analista 1 Analista 2

Equipo 1 Equipo 1

Dia 1 Dia 2

Estandar: Estandar de trabajo

Muestras: Producto terminado

Preparaciéon de solucion madre de Estandar: Preparar por triplicado

Detallar la preparacion de solucion madre de estandar.

Preparacion de estandar: preparar por sextuplicado

Detallar la preparacion de estandar

Preparacion de muestras de producto terminado: preparar por sextuplicado

Detallar la preparacién de muestras de producto terminado.

Reportar:

Repetibilidad: promedio, desviacién estandar, coeficiente de variacion

Precision intermedia: promedio, coeficiente de variacién, prueba de Fisher,

prueba t de Student.

La validacion del método analitico tendra una duracion de 5 afnos.
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ANEXO N°2.
FORMULAS MATEMATICAS UTILIZADAS PARA EL CALCULO DE
LOS PARAMETROS DE VALIDACION.



Cst = Concentracion de estandar
Ast = Respuesta del estandar
Cmx = Concentracion de la muestra

Amx = Respuesta de la muestra

Cst  Cmx ’ q ando Cmx: G _ Cst Amx
st Amx @) espejando Cmx; mx—T

Cst Amx

Cantidad de Muestra=T FD (2)

Para el calculo de la potencia de materias primas se plantea la siguiente regla de

tres
Cantidad de muestra Peso de la muestra
X 100
X=%

Cantidad de muestra 100
Peso de muestra

Despejando % se plantea la siguiente férmula: %=

Si sustituimos la ecuaciéon de “Cantidad de muestra” tendremos:
Cst Amx FD

o/ =
°” Ast Peso de muestra X

100

Para el célculo de la cantidad de principio activo en una tableta se plantea la
siguiente regla de tres

Cantidad de muestra Peso de la muestra (Pmx)

X Peso promedio de 20 tabletas (Pprom)

X= Cantidad de principio activo en 1 tableta (CantPA)

Si despejamos X se plantea la siguiente formula:

Cantidad de muestra x Peso promedio de 20 tabletas

CantPA= Peso de la muestra




Si sustituimos la ecuacién de “Cantidad de muestra” tendremos

Cst Amx FD (Pprom)

CantPA= Ast (Pmx)

Para el célculo del porcentaje de principio activo en una tableta se plantea la
siguiente regla de tres:

Cantidad de principio activo teorico 100%
Cantidad de principio activo en 1 tableta X
X=%

Si despejando X se plantea la siguiente férmula:

(Cantidad de principio activo en 1 tableta)100

of =
% Cantidad de principio activo tedrico

Formulas generales para validar

b _nYxy - Yx)y
1= 2
n »x2-(¥x)

n = NUmero de mediciones
Coeficiente de Determinacion (r?):

s (E-ZX)ZY))
(NZX2-(Zx)*)NEyD-(Ty)?)

Desviacion estandar:

s [PEY)(EY)
- n(n-1)

S
CV== x100
Y



Intervalo de confianza para la pendiente
IC (B,)= b1 £ to.75:-2Sb1

1
2
3 X2 (Zr:()

Sby=Sv,

s = Yy?2-bi Xxy-bo Xy
Y% n-2

_ 2Yy-by Xx

bo -

Intervalo de confianza para el intercepto

1Cb0)= bo £to.975:n-2Sk0

1 (X)°
Sbo= Sy, -t

5. (ZX)

_ InCEy)-(Zy)
Sb '\/ n(n-1)

y/x y

Intervalo de confianza para la pendiente

_ S
IC(W)=V % t.975:n-1 N



ANEXO N°3
FORMATO DE HOJAS DE CALCULO PARA LA VALIDACION.
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REGLAMENTO RTCA 11.03.47:07
TECNICO
CENTROAMERICANO

PRODUCTOS FARMACEUTICOS.
MEDICAMENTOS PARA USO HUMANO.
VERIFICACION DE LA CALIDAD.

Correspondencia: No hay correspondencia con ninguna norma
internacional

ICS 11.120.01 RTCA 11.03.47:07

Reglamento Técnico Centroamericano editado por:

Ministerio de Economia, MINECO

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, CONACYT
Ministerio de Fomento, Industria y Comercio, MIFIC
Secretaria de Industria y Comercio, SIC

Ministerio de Economia, Industria y Comercio, MEIC



Los respactivos Comites Teécmicos de Normalizacion y de Reglamentacion Técnica a
traves de los Entes de Normalizacion y de Reelamentacion Técnics de los Paises de la
Region Centroamericana y sus sucesores, son los organismos encargados de realizar el
estudio o la adopcion de los Reglamentos Técmicos Estan comformados por
representantes de los sectores Academico, Consumidor, Enpresa Privada y Gobierno.

Este documento fue aprobado como Reglamento Tecmico Centroamericano, RTCA
11.03.47:07 Productos farmacéuticos. Medicamentos para uso bumano. Verificacion de la
calidad. por los Subgrupos de Medidas de Normalizacion y de Medicamentos y Productos
Afines de los Paises de la Region Centroamericana. La oficializacion de este regiamento
técnico, conlleva la ratificacion por el Consejo de Ministros de Integracion Economica de
Centroameéria (COMIECO)

MIEMBROS PARTICIPANTES DEL SUBGRUPO DE MEDICAMENTOS Y
PRODUCTOS AFINES

Por Guatemala
Misterio de Salud Publica y Asistencia Social

Por El Salvador
Mimisterio de Salnd Piblica y Asistencia Social
Consejo Supenor de Salud Publica

Por Nicaragua
Mimssterio de Sald

Por Honduras
Secretaria de Salud

Por Costa Rica
Mimisterio de Salnd
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.0347:07

1. OBJETO

Este reglamento técnico tiene por objeto establecer las pruebas analiticas que deben ser
realizadas pam comprober la calidad de los medicamentos por parte de la autoridad
reguladora.

2. AMBITO DE APLICACION

hsdlsposmusdeesmnghnnomckaphcxmpmtobshsmmos
importados y fabricados en Jos paises de la region Centroamericana

3. DOCUMENTOS A CONSULTAR

RTCA1101.02:04 Productos Farmaceuticos. Etiquetado de Productos Farmaceuticos
para uso Humano.

4. DEFINICIONES

41 Autoridad reguladora: Ente responsable del Registro Sanitanio yio Vigilancia
Sanitaria de cada pais Centroamericano.

42 Calidad: Naturaleza esencial de un producto y la totalidad de sus atrbutos y
propiedades, las cuales determinan su idoneidad para Jos propositos a los cuales se
destina.

43 Caracteristicas or ganolépticas: Son caractenisticas que se confieren a las formas
farmaceuticas tales como forma, color, olor, sabor, homogeneidad. textura u otros; los
cuales se determinan a traves d los sentidos.

44 Bspecificaciones: Descripcion de los requisitos que debe satisfacer el material
iicial el matenial de empaque y los productos intermedios, a granel y terminados.
Dichos requisitos inchryen caracteristicas organolépticas y propiedades fisicas, quimicas,
microbiologicas y biologicas.

45 Forma farmacentica: Es la forma fisica que se Je da a un medicamento, la cual
facilita la dosificacion del o de los principios activos para que puedan ejercer su accion en
&l lngar y tiempo.

46 Medicamento: Sustancia simple o compuests, natural. sintética o mezcla de ellas,

con forma farmaceutica definida e:plu(h diagnosticar, tratar, prevend
mﬁmdﬁsomdﬁmmﬁmmﬁsbbpu&bssuum

4.7 Muestra: Parte o porcion finita representativa de un material. un lote de produccion o

de medicamentos almacenados, transportados 0 en uso que se someten a analisis a efecto
de verificar las caracterssticas de calidad o su adecuacion para el uso.
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.47:07

4.8 Muestra de retencion/Contra muestra: Cantidad de unidades representativas de
cada lote de producto terminado, materia prima o matenal de envase, almacenada por un
periodo de tiempo establecido y en cantidad suficiente para repetir el analisis conpleto.

5. EVALUACION TECNICA

5.1 Etiquetado

Debe cumplir con el RTCA 11.01.02:04 Productos Farmacéuticos. Etiquetado de
Productos Farmaceuticos para uso Humano.

52 Pruebas

uspmehsmdndasthath'lsemlmmmnblphqmdemdnhs
specxﬁcxnmsmmbdecadapmdltmsegmbmdmlsfmxopus
oficiales (anexo 4, Resolucion 93-2002, COMIECO-XXIV, septiembre 2002) o lo
&chdopmdﬁlxxmoelmkrenelngimm Las pruebas declaradas a
contimacion. son los parametros indicados para evaluar la calidad de las diferentes
formas farmaceuticas.

Tabla N* 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbiologicas

Forma farmaceutica Pruebas

Caractaristicas crganolépticas

Peso promedio*

Friabilidad

Fuerza do ruptura®

Desintegracicn

Ceontenido de agua

Tabletas coa o 3in Ideatificacicn de (los) principio(s) active(s)
recubrimieato Uniformidad do Uaidades de Dosificacion: Variacicn de
Peso y Uniformidad do Contenido.

Valoracion, potencia, coacentracion o actividad del (o los)
principio(s) activo(s)

Disclucien

Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacicaadas

Recusnto microbiano
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.47:07
Tabla N* 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbiologicas (continuacion)

Forma farmaceutica Pruebas

Caractarisnas cgnomm £ capmn Y %
contenido
Pesc promedio*
Desintegracion
Contenido do agua
’ Identificacion de (los) principio(s) active(s)
Capsulas de gelatiza dura y Uniformidad do Usidades do Dosificacicn: Variacien do
blaada Peso y Uniformidad do Contanido.
Valoracion, potencia, coacentracion o actividad del (o los)
principios) activo(s)
Disolucion
Impurezas: productes do degradacion ¢ sustancias
relacicaadas
Recusnto microbiano
Caracteristicas organolépticas
Volumen de entrega
pH
Densidad relativa o peso especifice
Viscesidad*
Soluciones y Emulsionss Comtemdo do alcodel .
(crales y topicas) ldentificacion de (los) principio(s) active(s)
Unifermidad do Uaidades de Dosificacion
Valoracion, potencia, coacentracion o actividad dal (o los)
priscipio(s) ctivo(s)
Impurezas: sustancias relacionadas o productos de
degradacion
Recusnto microbiano
Caractaristicas crganolépticas
Volumen de entrega
pH
Densidad relativa o peso espectfice
Viscosidad*
Suspeasicaes (orales y Identificacicn de (los) primcipio(s) active(s)
topicas) Uniformidad de Uzidades do Dosificacicn
Valoracion, potencia, coacentracion o actividad dal (o los)
princigio(s) activo(s)
Disolucicn
Impurezas: productes de degradacion o sustancias
relacicaadas
Recuento microbiano
Caractaristicas crganolépticas
Volumen ez eavase

pH

. : Ideatificacion de (los) principio(s) active(s)

Selucicaes. Emulsicaes y Valoracion, potencia, coacentracion o actividad dal (o los)
annluons (ﬂ}‘ﬂlbl“. mo(‘) .‘M‘)

oftalmicas y oticas estariles) Impurezas: productes de degradacion o sustancias
relacicaadas

Uniformidad de Uzidades de Dosificacin

Estarilided

Endotoxinas bacterianas (solo en izyectables)
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO

RTCA 11.03.47:07

Tabla N* 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbiologicas (continuacion)

Forma farmaceutica

Pelvos y grazulados (crales
¥ topices)

Pelvos y grasulados (crales
¥ topices) para recomstituir

Pruebas

Emﬂl thll zm Teconstitwir y

reconstituido)

Contenido do agua

Tiempo do reconstitucien (indicado por ol fabricants)
Uniformidad do Unidades de Dosificacicn

Llsaado mtnimo’ Volumea do satrega

Variacion do peso

pH

Identificacien de (los) principio(s) activo(s)

Valoracien, potencia, coacentracion o actividad del (o los)
principio(s) activo(s) | :
Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacicsadas
Recuento microbiano

Polvos para recoastituir
(tmyectables)

Caractartsticas crganolépticas (sia reconstitwir y
reconstituido)

Contenido do agma

Tiempo do reconstitucien (iadicado par ol fabricants)

l?Hhmculn visibles

Volumen ez savase

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

Valoracion, potencia, coacentracion o actividad del (o los)
principio(s) activo(s) _ _
Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relaciczadas

Esterilidad

Endotoxizas bacterianas

Cremas, Uagtentos, Pastas y
Geles (topices)

Caracteristicas crganolépticas
Llsaado mnimo

pH

Identificacion de (los) principio(s) active(s)
Valoracion, potencia o concentracien del (o los)
principio(s) activo(s) ) ,
Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacicaadas
Recuento microbiano

Cremas, Ungaantes y Geles
(oftalmicas)

Caracteristicas crganolépticas

Llsaado mnimo

pH

Contenido do agma

Identificacion de (los) principio(s) active(s)
Valoracion, poteacia o concentracien del (o los)
principios) activo(s) _ _
Impurezas: productes de degradacion o sustancias
relaciozadas

Particulas metalicas

Estarilidad

Continua
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.0347:07

Tabla N* 1. Pruebas fisicas, quimicas y microbiologicas (Final)

Forma farmaceutica Pruebas

Caractertsticas crganolépticas

Peso promedio®

Desintegracica

Tiempo do fasica’

Supositerios (rectales, ldsatificacion de (los) principio(s) active(s)

uretrales y vagizales) y Uniformidad do Uzidades do Dosificacion: Variacicn do

supositorios ¢a tablotas o Peso o Uniformidad de Contenido.

capsulas vaginales Valoracion, potencia, coacentracion o actividad dal (o los)
principio(s) activo(s)

Disclucien

Impurezas: productes do degradacion o sustancias

relaciozadas

Recusnto microbiano

Caractertsticas crganolépticas
Llsaado mmimo
Nomoero total de descarga per savase

pH

Ideatificacion de (los) principio(s) activo(s)

Valoracion, petencia, coacentracion o actividad del (o los)
Acrosoles, atomizadores ¢ principio(s) active(s)

inkaladorses Uniformidad de dosis libarada

Impurezas: productes do degradacion ¢ sustancias
relacicaadas

Valocidad de descarga

Prucba de fuga (s la valvula e dosificadera)

Caxtidad descargada (si la valvula os de descarga continm)
Prusba de presioa (si la valvula s de descarga continma)
Recusnto microbiano

Caractartsticas crganolépticas

Peso promedio®

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

Valoracion, potencia, ceacentracion o actividad del (o los)
; . principio(s) active(s)

Statemas transdermicos y Uniformidad do Uzidades de Dosificacion: Variacien do
smplastos o ciatas adhesivas Pesc o Uniformidad do Contenide.

Liberacica do farmaco (Disolucion, selo sn sistemas
traasdarmicos)

Impurezas: productos de degradacion o sustancias
relacicaadas
Recusnto microbiano

Caractaristicas crganolépticas

Peso promedio®

Uniformidad de Uzidades do Dosificacion.

Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

{mplantes Valoracien, potencia, coacentracion o actividad dal (o los)
principio(s) activo(s)

Impurezas: productos de degradacica o sustaacias
relacicaadas

Esterilidad

* Las pruebas descritas solo se realizaran cuando exsta un cambio en las caractensticas fisicas de
Ia forma farmaceutica
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REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.47-:07

NOTAS:

1. Enel caso de demuncia o no conformidad en la calidad del producto, las prusbas
inchuidas en Ia abla N* 1 constituyen pruebas que pueden ser efectuadas
independientemente s el producto es farmacopeico o no.

2. Enel anexo A se indica la cantidad de mmestras y muestras de retencion’ contra
musstra que deben ser tomadas o retenidas pana realizar las pruebas mencionadas en
laablaN’1.

»

6. BIBLIOGRAFIA

Arias, T D. Glosario de Madicamentos: Desarrollo Evaluacion y Uso. Organizacion
Panamericana de Ia Salnd Washington D.C.: OPS. 1999
Farmacopea de los Estados Unidos 30 y Fommlario Nacional 25. Trigésima

7. VIGILANCIA Y VERIFICACION

La vigilancia y verificacion de este Reglamento Técnico Centroamericano comresponds a
1a Autoridad Resuladora de cada pass.



REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO

Anexo A
(Normativo)

RTCA 11.03.47:07

CANTIDAD DE MUESTRAS REQUERIDAS PARA LA VERIFICACION DE LA CALIDAD DE LOS

MEDICAMENTOS PARA USO HUMANO

CANTIDAD (unidades)
PRODUCTO T
MUESTRA | RETENCION | Tomide
Contra Muestra | TUeSFas

Aerosoles, atomizadores e inhaladores (sin antibiotico) 10 10 20
Aerosoles, atomizadores e inhaladores (con antibiotico) 15 15 30
Capsulas, grageas, mbletas 60 60 120
Ligquidos orales (suspensiones, jarabes, elixires, emulsiones) 13 13 26
Liguidos topicos (soluciones, suspensionss y emulsiones) 13 13 26
Liguidos orales empacados en contenadores de dosis unitaria 13 13 26
Polvos y granulados (frascos’ sobres) con menos 150 g 20 20 20
Polvos y granulados (frascos’ sobres) con mas 150 g 10 10 20
Inyectables menor eiguala 3 ml 50 50 100
Inyectable de 52 10 mL 30 30 60
Imyectable de 20 a 100mL 10 10 20
Inyectables mas de 100 mL 7 7 14
Cremas, geles y ungientos topicos (sm antibiotico) 15 15 30
Cremas, geles y ungientos topicos (con antibiotico) 20 20 40
Polvos y liofilizados esteriles ( inyectables) 20 20 40
Soluciones Oticas y Nasales 30 30 60
Supositorios o supositorios en tabletas 30 30 60
Parches ransdérmicos y emplastos o cintas adhesivas 15 15 30
Implantes 15 15 30
Ungientos, cremas, sohiciones ¥ suspensiones oftalmicas (sin 30 30 60
annbioticos)

Ungilentos, cremas, soluciones y suspensiones oftalmicas (con 20 40 80
antibioticos)

Lata con mas de 200 g de polvo 3 3 6
Sueros orales en solucion 3 3 6
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ANEXO N° 5

EJEMPLO DE ESPECTO DE ABSORCION ULTRA VIOLETA DE LA
PRUEBA DE LINEALIDAD DEL SISTEMA



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

SILDENAFIL
LINEALIDAD
0500 Y T T i
QA0OF 4 = -
1
0200 -
_&mﬂ" | | 1 15
24000 2000 28000 30000 32500
.
Ho. | Wawelength | Abaorbance| Description
1 29100 0237 | 8051
2
Ho. | Wavebangth | Abaorbancs| Deseriplion
1 23000 1.261 | 9081
i
Ho. | Wawelsngth | ADaorbance| Description
1 280,00 0234 [ 10051
Fi
Ho. | Wavelength | AbaorbEncs| Description
1 250100 0.336 | 11051
2
Mo, |Wavelsngth | Absorbance| Description
1 280,00 0351 [ 12081

pi=u T T T T T
040 ".. 5 =
W
0.2+ . ’ -
gl = | l | L=
24000 25000 25000 30000 32500
nm
No. | Wavelength | Absoriance] Descriphon
1 280,00 0.235 | 8052
2
Mo, | Wavelangth | Abeorbanca) Description
1 25000 {1.238 | 9032
i
Ho. | Wavelength | Absorbancs| Description
1 29100 [0.283 | 10082
2
Wo. | 'Wavelangth | Absorbanca| Deseription
1 2400 0.315 | 11052
i
No. | Wavelength | Abscrbance| Description
1 280,00 (1348 | 12032
2




ANEXO N° 6
CROMATOGRAMA DE LA PRUEBA DE APTITUD DEL SISTEMA



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
REPORTE DE ANALISIS

Summanvl Camnonind)
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ANEXO N°7

HOJA DE CALCULO PARA COMPARACION DE METODOS
ANALITICOS POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRA VIOLETA
VISIBLE Y CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO DESEMPENO.



HOJA DE CALCULO

Comparacion Robustez

Robustez UV

Porcentaje sobre lo rotulado

Condicién diferenre

Replica Normal 288 nm 292nm
1| 96.271276( 96.082593| 96.43417
2| 95.595688( 95.403564( 96.09581
3| 95.595688( 95.403564| 95.7574
Promedio | 95.820884| 95.629907| 96.09581| #iDIV/0!
DS 0.3900509| 0.3920375| 0.338366/| #DIV/0!
CV% 0.4070625( 0.4099529| 0.352113| #iDIV/0!
Robustez HPLC
Porcentaje sobre lo rotulado
Condicién diferenre
Replica Normal 288 nm 292nm
1| 95.785002| 97.199191| 97.47052
2| 95.729662| 97.509585| 97.45672
3| 95.186981| 96.819457| 97.0250
Promedio 95.567215( 97.176078| 97.31741| #iDIV/0!
DS 0.3304526( 0.3456443| 0.253335| #iDIV/0!
CV% 0.3457803| 0.3556887| 0.260318| #iDIV/0!
Prueba F para varianzas de dos muestras
Condicion Condicion
normal UV normal
HPLC
Media 95.820884 95.567215
Varianza 0.1521397 0.1091989
Observacio 3 3
Grados de | 2 2
F 1.3932344 F calculado
P(F<=f) una 0.4178446
Valor criticc 19 F de tabla
CRITERIO resultado
Fcal<Ftab F-cal 1.39 Fcalc<Ftab

varianzas son estadisticamente iguales




HOJA DE CALCULO

Comparacion Robustez

Prueba F para varianzas de dos muestras

288nm UV 288nm HPLC

Media 95.6299074 97.17607791
Varianza  0.15369343 0.119469993

Observacic 3 3

Grados de | 2 2

F 1.28646052 F calculado
P(F<=f) unz 0.43735721

Valor critic 19 F de tabla
CRITERIO resultado

Fcal<Ftab F-cal 1.29 Fcalc<Ftab

varianzas son estadisticamente iguales

Prueba F para varianzas de dos muestras

292nm UV  288nm HPLC

Media 96.0958063 97.3174138
Varianza  0.11449122 0.064178692

Observacic 3 3

Grados de | 2 2

F 1.78394445 F calculado
P(F<=f) unz 0.35920257

Valor critice 19 F de tabla
CRITERIO resultado

Fcal<Ftab F-cal 1.78 Fcalc<Ftab

varianzas son estadisticamente iguales




HOJA DE CALCULO

Comparacion Estabilidad

Selectividad UV
Condicion diferenre
Placebo Placebo Placebo
Reoli Placebo |adicionado +|adicionado +|adicionado +
eplica Adicionado | degradacion | degradacion | degradacion
acida basica uv
1 97.45 81.62| 88.3562135( 92.9467041
2 97.51 81.44| 88.7437033| 93.3477179
Promedio | 97.477660| 81.5308942( 88.5499584| 93.147211
Selectividad HPLC
Condicion diferenre
Placebo Placebo Placebo
Reoli Placebo |adicionado +|adicionado +|adicionado +
eplica Adicionado | degradacion | degradacidn | degradacion
acida basica W
1 97.88 88.92| 94.8910455( 96.218193
2 98.21 91.57| 93.563898| 96.8817667
Promedio | 98.043021| 90.2460293| 94.2274717| 96.5499798
Prueba F para varianzas de dos muestras
HCIuvV HCIHPLC
Media 81.5308942 90.2460293
Varianza 0.01581869 3.52264092
Observacion 2 2
Grados de lit 1 1
F 0.00449058 F calculado
P(F<=f) una ¢ 0.04259733
Valor critico 0.00619396 F de tabla
CRITERIO resultado
Fcal<Ftab F-cal 0.00449 | Fcalc<Ftab

varianzas son estadisticamente iguales




HOJA DE CALCULO

Comparacion Estabilidad

Prueba F para varianzas de dos muestras

NaOHUV NaOH HPLC

Media 88.5499584 94.2274717

Varianza 0.07507419 0.88066023
Observacion 2 2

Grados de lit 1 1

F 0.08524763 F calculado
P(F<=f) una ¢ 0.18084805

Valor critico 0.00619396 F de tabla
CRITERIO resultado

Fcal<Ftab F-cal 0.08525 | Fcalc>Ftab

varianzas son estadisticamente diferentes

Prueba F para varianzas de dos muestras

Luz UV Luz HPLC

Media 93.147211 96.5499798

Varianza 0.08040603 0.22016506
Observacion 2 2

Grados de lit 1 1

F 0.36520794 F calculado
P(F<=f) unac 0.34606213

Valor critico 0.00619396 F de tabla
CRITERIO resultado

Fcal<Ftab F-cal 0.36521 | Fcalc>Ftab

varianzas son estadisticamente diferentes




HOJA DE CALCULO

Comparacion Estabilidad

Estabilidad UV

Porcentaje sobre lo rotulado

24 horas
Replica Inicial
P 22 grados 5 grados
1| 100.086203| 99.54140748| 100.943399
2| 98.3723983( 99.89190539( 100.592901
3| 98.7151593( 100.2424033( 100.242403
Promedio | 99.0579202| 99.89190539| 100.592901
DS 0.90686028| 0.350497914| 0.35049791
CV% 0.91548488| 0.350877193| 0.34843206
Estabilidad HPLC
Porcentaje sobre lo rotulado
24 horas
Repli Inicial
eplica niaa 22 grados 5 grados
1| 99.7718546| 100.9588085| 101.04188
2| 99.8271172| 100.9148821| 100.949844
3| 99.6586695( 100.7487385| 101.048753
Promedio | 99.7525471 100.874143| 101.013492
DS 0.08586756| 0.110802093| 0.05522825
CV% 0.08608057( 0.109841918| 0.05467413
Prueba F para varianzas de dos muestras
Est inicial UV Est inicial HPLC
Media 99.0579202 99.75254711
Varianza 0.82239558 0.007373238
Observacion 3 3
Grados de lik 2 2
F 111.537909 F cdlculado
P(F<=f) una ¢ 0.00888589
Valor critico 19 F de tabla
CRITERIO resultado
Fcal<Ftab F-cal 111.54 Fcalc>Ftab

varianzas son estadisticamente diferentes




HOJA DE CALCULO

Comparacion Estabilidad

Prueba F para varianzas de dos muestras

22°CUV  22°CHPLC

Media 99.8919054 100.874143

Varianza 0.12284879 0.0122771
Observacion 3 3

Grados de lik 2 2

F 10.0063328 F calculado
P(F<=f) una ¢ 0.09085678

Valor critico 19 F de tabla
CRITERIO resultado

Fcal<Ftab F-cal 10.01 Fcalc<Ftab

varianzas son estadisticamente iguales

Prueba F para varianzas de dos muestras

5°CUv 5°CHPLC

Media 100.592901 101.013492

Varianza 0.12284879 0.00305016
Observacion 3 3

Grados de lik 2 2

F 40.2761804

P(F<=f) unac¢ 0.02422705

Valor critico 19

CRITERIO resultado

Fcal<Ftab F-cal 40.28 Fcalc>Ftab

varianzas son estadisticamente diferentes




HOJA DE CALCULO

Comparacion Precision del sistema

Precision del sistema UV

X Y
ESTANDAR
REPLICA Con:::rtir:auén Valor de la lectura
1| 0.014104256 0.293
2| 0.013959844 0.290
3| 0.014056119 0.292
4( 0.013911707 0.289
5/ 0.014104256 0.293
6| 0.013863569 0.288
Promedio 0.291
DesVesta 0.002136976
cv 0.734776868
Precision del sistema HPLC
X Y
ESTANDAR
REPLICA Con:ée:rtir:acién Valor de la lectura
1| 0.014106460 352140
2| 0.013957640 348425
3| 0.013967535 348672
4 0.013720129 342496
5| 0.013527564 337689
6| 0.013424051 335105
Promedio 344087.833
DesVesta 6765.105806
cv 1.966098522

Prueba F para varianzas de

dos muestras

PSUV PS HPLC
Media 0.290833333 344087.8333
Varianza 4.56667E-06 45766656.57
Observacion 6 6
Grados de lit 5 5
F 9.97815E-14 F calculado
P(F<=f) unac 0
Valor critico 0.1980069 F de tabla
CRITERIO resultado
Fcal<Ftab F-cal 9.98E-14 Fcalc<Ftab

varianzas son estadisticamente iguales




HOJA DE CALCULO

Comparacion Linealidad del Sistema

Linealidad del sistema UV

Numero Nivel Concentracion Lectura
1 80% 0.011 0.237
2 80% 0.011 0.235
3 80% 0.011 0.235
4 90% 0.013 0.261
5 90% 0.013 0.258
6 90% 0.013 0.263
7 100% 0.014 0.294
8 100% 0.014 0.293
9 100% 0.014 0.294
10 110% 0.015 0.336
11 110% 0.015 0.318
12 110% 0.015 0.335
13 120% 0.017 0.351
14 120% 0.017 0.349
15 120% 0.017 0.351

Linealidad del sistema HPLC

Ndmero Nivel Concentracion Lectura
1 80% 0.011 267640
2 80% 0.011 262946
3 80% 0.011 266583
4 90% 0.013 299755
5 90% 0.013 297290
6 90% 0.013 301300
7 100% 0.014 335962
8 100% 0.014 329843
9 100% 0.014 334616
10 110% 0.015 370748
11 110% 0.015 362285
12 110% 0.015 368894
13 120% 0.017 403108
14 120% 0.017 398916
15 120% 0.017 402884

Continda...




HOJA DE CALCULO

Comparacion Linealidad del Sistema

Continua...

Prueba F para varianzas de dos muestras

LSuUVv LS HPLC
Media 0.294 333518
Varianza 0.00193586 2479149097
Observacion 15 15
Grados de ik 14 14
F 7.8086E-13 F cdlculado
P(F<=f) unac 0
Valor critico 0.40262094 F de tabla
CRITERIO resultado
Fcal<Ftab F-cal 7.81E-13 Fcalc<Ftab

varianzas son estadisticamente iguales




HOJA DE CALCULO

Comparacion Recobro (Exactitud y Precision)

Recobro UV
NIVEL% mg/mL Adic [Lectura mg/mL Recu|%Recobro
SERIE 1 0.237| 0.01132649| 101.856889
SERIE 2 80 0.011 0.235| 0.0112309| 100.997338
SERIE 3 0.235| 0.01119251| 100.652048
SERIE 1 0.304| 0.01452849| 105.278902
SERIE 2 100 0.014 0.301| 0.01438512| 104.239966
SERIE 3 0.298| 0.01419305| 102.848205
SERIE 1 0.344| 0.01638393| 98.2249769
SERIE 2 120 0.017 0.346( 0.01653571| 99.1349754
SERIE 3 0.353| 0.01681258| 100.794816
Recobro HPLC
NIVEL% mg/mL Adic [Lectura mg/mL Recu|%Recobro
SERIE1 266855( 0.01114491| 100.224014
SERIE 2 80 0.011 262942| 0.01103318| 99.2192546
SERIE 3 266896| 0.01114846| 100.255895
SERIE 1 336228| 0.0140422| 101.755063
SERIE 2 100 0.014 330880| 0.01388389| 100.607931
SERIE 3 335527| 0.01401523| 101.559611
SERIE 1 401245| 0.01676032| 100.481528
SERIE 2 120 0.017 395254| 0.01658506| 99.4308181
SERIE 3 401112| 0.01675476| 100.448221
Prueba F para varianzas de dos muestras
Recobro UV Recobro HPLC
Media 101.55868  100.4424818
Varianza 5.1862057  0.700258523
Observacion 9 9
Grados de lit 8 8
F 7.40613006 F calculado
P(F<=f) una ¢ 0.00519985
Valor critico  3.43810123 F de tabla
CRITERIO resultado
Fcal<Ftab F-cal 7.41 Fcalc>Ftab

varianzas son estadisticamente diferentes




HOJA DE CALCULO

Comparacion Linealidad del Método

Linealidad del método UV

Adicionado |Recuperado
1 0.011 0.01132649
2 0.011 0.0112309
3 0.011 0.01119251
4 0.014 0.01452849
5 0.014 0.01438512
6 0.014 0.01419305
7 0.017 0.01638393
8 0.017 0.01653571
9 0.017 0.01681258

Linealidad del método HPLC

Adicionado |Recuperado
1 0.011 0.01114491
2 0.011 0.01103318
3 0.011 0.01114846
4 0.014 0.0140422
5 0.014 0.01388389
6 0.014 0.01401523
7 0.017 0.01676032
8 0.017 0.01658506
9 0.017 0.01675476

Prueba F para varianzas de dos muestras

LIM UV LIM HPLC
Media 0.01406542 0.01392978
Varianza 5.3934E-06 5.8683E-06
Observacion 9 9
Grados de lik 8 8
F 0.91907588 F calculado
P(F<=f) una ¢ 0.45396038
Valor critico  0.29085822 F de tabla
CRITERIO resultado
Fcal<Ftab F-cal 0.92 Fcalc>Ftab

varianzas son estadisticamente diferentes




HOJA DE CALCULO

Comparacion Repetibilidad 1

Repetibilidad 1 UV

MUESTRA %SR
1 105.077257
2 99.98700969
3 99.98700969
4 99.98700969
5 100.3353965
6 100.3378413
Promedio 100.9519207
DesVesta 2.028238582
cv 2.009113416

Repetibilidad 1 HPLC

MUESTRA %SR
1 98.338900
2 99.92621039
3 97.0672805
4 98.66262322
5 98.55688091
6 100.2189712
Promedio 98.7951443
DesVesta 1.146699377
cv 1.160683943

Prueba F para varianzas de dos muestras

Repetibilidad 50 UV Repetibilidad 50HPLC

Media 100.9519207 98.79514431

Varianza 4,113751747 1.31491946
Observacion 6 6

Grados de lik 5 5

F 3.128519937 F calculado
P(F<=f) unac 0.118138103

Valor critico 5.050329058 F de tabla
CRITERIO resultado

Fcal<Ftab F-cal 3.13 Fcalc<Ftab

varianzas son estadisticamente iguales




HOJA DE CALCULO

Comparacion Repetibilidad 2

Repetibilidad 100 UV

MUESTRA %SR
1 102.0919994
2 99.98700969
3 101.0432105
4 105.8685985
5 98.25713063
6 99.2902361
Promedio 101.0896975
DesVesta 2.695258117
cv 2.666204554

Repetibilidad 100 HPLC

MUESTRA %SR
1 98.19450924
2 99.1619658
3 99.33292479
4 98.0549132
5 97.37501557
6 98.87260647
Promedio 98.49865584
DesVesta 0.752037761
cv 0.763500531

Prueba F para varianzas de dos muestras

Repetibilidad 100UVlepetibilidad 100HPLC

Media 101.0896975 98.49865584

Varianza 7.264416319 0.565560794
Observacion 6 6

Grados de lit 5 5

F 12.84462502 F célculado
P(F<=f) unac 0.007036079

Valor critico 5.050329058 F de tabla
CRITERIO resultado

Fcal<Ftab F-cal 12.84 Fcalc>Ftab

varianzas son estadisticamente diferentes




ANEXO N° 8.
MONOGRAFIA DE SILDENAFIL CITRATO TABLETAS
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SILODENAFILD. TABLETAS

Conticnen citrata de sildemafilo equivalenie 8 no menos del
G0 % ¥ no mix del 110.0% de la cantidad de sildenafilo
{CrHaNo3), indicads en €] marbeie.

SISTANCIA DE REFERENCIA SReRFEUM de Ciirmio
de Sildmafila, mansjor de acuerda con las instruccsonias de
i)

ENSAYOS DE IDENTIDAD.

Ao M4 0351
Saducito A Mezcls de bidrbvide de omosso y agua { 10:50)

A—e=um

FARMACDPFPER
e kit Exbiniin ripun Aaekoma

transformadas de Fourier y celdas de refleciancia difusa en el
intervalo de 2000 a 430 cwrl. El espectra de absorciém al
imfravodo ohienido con [a prepamcidn de by moesine, exhibe
muiximos & los mismos Jongitudes de onda que el de la
prepamciin de referencia.

B Miad 248, CLAR. El tiempo de relencidn del pico priscipal
en ¢l cromaigmma de la preparcida de @ eoestra
comespomde 8l del cromatograma de la prepamcidn de
referencia, segiin s indica en la Falordeidy.

e a2
UNIFORMIDAD DE DOSES A los

Tequisitos. ‘-ifif

I]IWH..IH'I{‘!H-MH I'i"':ﬂ! Aprein 1 q-num

Medis de disobucite. .i.udnc'lmﬂd.rm B.ﬂl'__,]'l
Preparachio de referencla. s saluckinde ls SRef-
FEUM de citmén de sildemafilo fi"r_diu de disoluritn g
mh:ngiﬁ'ﬂl mng/ml de sildenafilo.*
Pmm:l.l-]eu.fn.l:ﬂhmrcud.itﬂtctlmelmm
900 mizdel mﬁﬁnd-: d.u-nl.-:r!m. m L0 rpm durasés 15 mim.
FJMdeimnpwm&hm Em casn
Tecesarin, ﬂihrpualmtrmmnmnuﬂnsmhuhd:h
L preparacidn e weferencia uiilizande medio de disalucis.
"Delerminar 1ashsarhancia en la regide ulmmviclets, de la

o

Preparscién de referencle. Transferir ma candidad dela _prq:.undln. tmﬁ:muyd: ln preparsciin de b moesin, &
ﬂdﬂwtmkﬂﬁmﬁhmﬂm- Jﬂmgni: mmmkm.ammagmmu
sildenafils 0 en matraz voluméirico de 00 mll Disolver }nﬂm de 1 cm, vtilizando medie de disobacita coney blasco
levar 2 volumes con Solucibe A. y mezchr Euunm]mhr:le de fjuste. Caleular €] porcentaje de CroHM0,5 disueho par

cartuchos pam extracribe de fse silids concbiar un cartucha ieilios e L siguiente fGensale

de eviraccidn de e silida de 1000 mxg en 6m
emnpagque L y emjusgardos con Iﬂmil.dr:rn:h.mlﬂ:guﬂub
10 mL de Sobacicn A, dﬁ:m.n']nsd-::m.m:inmw!
mL de b solucién de sildenafilo ¥ pasardo n tmvesr del
cartucha. Lavar con 10 mlydeapus dejindolos pasar basts s
istalidad. I:h:Jur-:'tthrJ :u.rl'nt.inydqlmmt[hﬂd
ﬂhi:mfh:nm!mbd:m:lﬂn]jmhﬂﬂh'm-m]md:
excayo. Adadir alrededoc 200 Ilg_d:'lnm'rmd:pulum.
.ﬁ._gll:wngm:\:unu-qpquml.uu Evaporar o sequedad poc
un medio adétieda. Trnsferir 75 my de polva seco & un
mnyndtﬂmruhtdxlnrnh']m myg de broenura de
pul:.':l.u.'.'-!lnlerj:lﬂd.:.r —
Prmmﬂndehm:.ﬂn&r-hb]ﬂahm:dﬂmﬂ
mpﬂmﬁm.rmuiuul-mnmmwm-pmpmﬂu
&h!mmqmdmmhdc]hwuhfmudﬂﬂglm
sobucide de*|jmg/ml de sildenafile. Llevar ol aforo can
solacids A, y colocarks en mm bafo de uimsonids por dos
mimtas Agitar vigorommente. Centrifizgar una alicecta de 15
mL & 3500 rpm durante 5§ mimios. Proceder oomo se imdicaen
la preparaciin de referenciz @ partic de “En un calectar de
cariuchos para exfracciin de fase sSlida™
Precedimientn. (dviemer bs especirs de absmorcidn al
infrarmojo de la preparacids de referescia v ode b preparscién
de la muestm utilizanda um equipo de infranmojo con

rellenos de,..-"

100 €D {l‘h]
Tl )"
I
Donde:

= Contidad por mililitre de sildenafilo en by preparacids
de referencin.

D= Factor de dilucidnde la nesestra.

M= Cantidad del priscipio active indicads en €] marbete.

Ag= Ahsorbancia obimida com b preparaciin de la moesm.

Agr= Absorbanci obimida com b preparaciin de referencin

IMPUREZAS ORGANICAS. AfGA 0241, CLAR.

Seducién de trictilamins pH L0, Diloyende y Fase meévil
Preparar comi se indica. en valorscsdn

Freparaciin de referencin. Preparar una solocidin dela SRef-
FEUM de citrato de sildenaflo com una concemtracida
equivalenie & 000K mg'ml de sildenafilo en Gxe mdvil
Prepareciin de sensibilidad. Prepamr una solucide de 1a
ERef-FEUM de citrato de sildsnafils con una concentracién
equivalene & (UOM0ES mg'mLl de sildesafilo en fese mévil
Prepareciin de spliled del cistems Ex ona mezcls de
sildemafile ¥ del Ndwido de sldenafilo p de la
sigaienie manera: Disalver 70 g de 1o SRef-FEUM de citato

ELrELEE b sk r) KOS LT, & LISLUALAIOE (D 1LA, IPE L 303 M2 thin 57
ELFELEEGRTT -y Preposoo formeoiutic o ol Cuubbimee
wrwrw. firmacspeisng o 1 DR, drl. Coaudlime:
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de sildemafils en | ml de una solucién de perfxido de
hidrigeno y scida freico {2:1), dejar reposar por 10 mizsios
v diluira 230 ml con fmse mivil.

Preparaciin Concentrada de ln mumesira. Transferir 5
tohletas & un matrar volumétnico de 250 mL., dispersar en al
menas 23 mL de diluyente con la aysda de ulmsonida. Ya
que lix tablefas esténm oo dispersados, Bevar
valemen con faze mivil. Poner en baflo de elimsonido i es
necesari. Mezclar, Cenrifugar mma porcidn de b muesta &
(MNP rpen dizrante § misuios. Usar & sobrenadamie para la
preparaciin dilkaida.

FPreparaciin diluids de s muestra. Tramsfenir un volumes
del sshremadamie, medide con peecisida @ um  maimz
valenétrico sdecundo, de ial masers gue cusando se afore, la
concenimackm final sea de aproximadamene 0.5 mg'ml. d=
sildemafilo. Diluir o volumen can (2 mdvil ¥ mezclar.
Candicinnes del equipa. Detector de uz UV, 8 una loagiiad
de onda de X9 nm; calummna de 15 cm x 39 men; empacada,
com L] de 5 pem manienida a 30°C, fujo L0 mlimis. Tiempa
de comida: no mis de 3 veoes el tiempo de retencidn de
sildemafilo.

Frocedimiento. lmyeciar @ cromadgrafo repetidas veces,
valiEmenes iguales de 1a preparacito de 1a referencia {30 pl),
registrar ¢ drea de los picos. El facior de coleo es no maye

que 1.3 para el pico de sildenafilo y o coeficiente de variacita

ma &5 mayor gae el 3.0%. Inyecizr al crosmabigrata
ln preperaciin de sensibilidad y odviemer el ;
relaciin sefial naido del pico de sildemafilo ne of meno

1. Inyectar 3 gL de o preparacide de agptined ""'_ i g

abiener el : Iz respducidn
:lldﬂn.ﬁﬁ:jd:ﬂdunﬁﬁ:uum:

Ag™= Area del pico parn sildesafils en el cromatograma d= la

Edldinl:hielﬂm.il.pll]ﬂ.ﬂi]uhll:ﬂ.dt
irictilaming grado CLAR 3 1 L Ajuster of pH de la
solucidn g 30 + 0.1 can dcido fosfirics v mezclar.
Diluyewte. Mexcls de scefonitrilo lFll.IF'I]r.'II.'!I
Futlﬂlﬂ. Mezcla filida y ficada de soduciin de
10, metmnal ¥ acetonitrile (5822517 wiv).
una salucide de lo SRef
OOE UED coscenimacidn
:ihi:mlﬂnmfu:mﬁ-ﬁ.l.

5 mL de diluyenie con la ayuds de
‘0. que 1n tuhletn exié compleinmente dispersada,
iy matraz volumétrico de 250 mL y lever 2

mutos: v usar el schrenadange para la preparacide dilids.
Preparsciia diluids de la moestra. Transfenir us yolumen
sobrenadante, medids con precisiin o un etz
yoduméirico adecmada, de tal manen gue cmnds == afore, la
cancestraciin final sea de aproximadamente (02 mg/ml. de
sildenafilo. Diluir @ volumes con fase mivil y mezclar.
Condiciones del equipn. Detecior de bax UY, o wa bongitod
e peda de 250 pm; colamna de 15 cm x 3.9 mnx; empacada,
can LI de 5 pm mastenids a M°C, fhajo 1.0 sl 'min. Tiempa
die corida: no memos de 1.5 veces el tiempo de retencida de
sildenafila.
Procedimiente. Fmpectar al cromatbgrafo repetidas veces,
vodimenes igmles de ln preparacidn de la referencia (20 pl),
registrar €] dres de bos picos. Fl factor de coleo e no mayar
que 1.3 para &l pico de sildenafilo y €] coeficiente de varinscidn
ni ex mayor que 3.0 %5 Usa vez obéenidos bos pardmetros de
operacitn, inyectar al cromattgralo, por separado, volimenes
igmles {20 pl) de lo preparecide de referencia ¥ de la
preparacitn dilwida de la nusestra. Obiener sus croenato gramas
carrespomndiemes y caloaler ef frea de los picos.
Caleular la cantidad de sildenafilo en la mwesina tomada por

stnde la musestra. medio de 1o sigmients fmuala

A= del pico parn sildesafilo en el cromatograma de la

prepamaciin de referencia. A,
Diescariar cualquier pico menor gee 0.05%. Lax impereras co (j:)

cumplen coa ko descriio en la feblir 1.
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Damnde:
= Cantidad por mililitro de sildesafils en o prepamciin
de referencia.
Aa= Ares del pico pam sildemafile obtenide ew el
cromatorgrama de la preparacidn diluida de la emsesira.
A= Aren del pico pamn sildnafile obienids en el

cromnatograma con b preparacidn de referescia.
= Facior de dilacidn de 1o muestra.
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2.3.2 Aplicacién de técnicas confirmatorias con muestras soimetidas a esirés

Otra posible aproximasion se puede realizar mediante e estudio de muestras sometidas a
esfrés para generar |05 compuesios potenciaimente interferentes. Este tipo de estudios
adquigre especial imporancia para los métodos en que se desea evaluar la estabilidad de
un principic activo o forma farmacéutica. Se debe comprobar, 8 ser posible, la identidad del
analito v que la sefal proviene sdlo 'de &l Las condiciones de estrés para lograr una
degradacion del ordan dal 10-20% en la mayaria de principios activos son:

C—— —

_Condiclenes para ls forma farmacéutica  Condiciones para la materia prima

Calor (40-70°C) Calor (40-100°C)
Luz Luz
Humedad relativa [B5%] Acido (HCI0,1M)

Base (MaOH 0.1M)
Onidante (Hs0; 3%)

Los productos asi tratades son analizados v se evalla la pureza cromatografica y su
resolucitn respecto a los picos mas préximos, Un criterio de selectividad para los métodos
cromatograficos serfa para el pico principal y el conjunto de impurezas superiores al 0.1%,
obtaner una resolucion cromatogrifica superior a 1.5 (los pices estan resueltos hasta la
linea de base). Pueds ser fecesario ampliar este criterio si aparecen colas en los pieos que
no permite su clara separacian. Sino es posible una perfecta separacidn debe demasirarse
gue &l valor de la interferencia no &5 superior al 0.5%.

La evaluacidn de la degradacidn se puede determinar comparando los perfiles abtenidos dal
producto estresado v no estresado. Con esta finalidad puede ser de interés la superposicidn
de los distintos cromatogramas cbtenidos. Dichos cromalogramas se adjuntaran en el
infarme 2 una escala razonable que permita la perfecta visualizacitn del perfil obtenido.

La siguiente tabla indica 'os crilerios de aceptacion recomendables. Mo todos los parametros
son de aplicacién en todos los casos.

Parimaetro Criteric de aceptacién propuesto
Capacidad de discriminaciin del procedimients El método ha de permitic distinguir antre
todas las posibles especies quimicas gue

' puedan generarse
Resolucion cromatografica entre picos cercanos > 1.5 (> 2)
Factor de cola cromatografic =2
N® de platos tedricos cromalograficos = 2000
identidad del pico cromalografico Pureza de pico, susencia de coelucibn
Motm:  Los valorss mdicados entie paréniesis hecen referencia a los crilesios méximos aceplables en

daterminados casos.

24 Comentarios y conclusiones

La selectividad es un parametro de aplicacian universal ya gue debe estudiarse en todo tipo

de métodos analiticos. Su estudia requiere la utilizacion de todos los crilerios técnicos que
" se pasean para adaptarlo @ las necesidades que se precisen en cada momenta y, ain asi,
resulta imposible reflefar tudals las situaciones.
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Para la correcla evaluacién de un analito se requiere que la sefal producida se deba
inequivocamente a su presencia y que no existan interferencias de olras sustancias que
puedan estar en la muestra. No es necesario desechar los mélodos anallticos poca
selectivos. Se podran utilizar siempre que en el mélodo de contral de rutina se incluya un
procedimiento complementario que demuestre que las sustancias interferentes astan

ausentes, o bien que e encueniran en concentraciones inferiores g las que puade praducir
una interferencia significativa en el resultado,

Los resultados del estudio de selectividad estan vinculados principalmente al ofigen de |a
muesira, su preparacioh y las condiclones instrumentales, Cualquier cambio en estos
lactores supone reconsiderar el estudlo realizada, .



