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RESUMEN

La validacion de una metodologia analitica es parte integral del sistema de control de
calidad, puesto que confiere fiabilidad a los resultados analiticos obtenidos en un
laboratorio de andlisis, a fin de asegurar que un medicamento cumpla los parametros de
calidad establecidos. En este trabajo presentamos la validacion de un método analitico
para la cuantificacion de Levocetirizina diclorhidrato en una solucidon oral gotas por
Cromatografia Liquida de Alta Precision. Los parametros estadisticos empleados en la
validacion son: La linealidad; que mide la capacidad del método analitico para producir
resultados que son proporcionales a la concentracion del analito, lo cual queda
demostrado en la validacion al obtener un coeficiente de correlacion r= 0.998 para sistema
y 0.9996 para método, siendo el valor minimo permisible de 0.995. La exactitud mide la
proximidad de los resultados obtenidos por este método y el valor real. Al aplicar el test
de student para demostrar la exactitud del método analitico se obtuvo un texp (1.1444)
que es menor al t de las tablas (2.306); por tanto no existe diferencia significativa entre la
recuperacion media y la cantidad afadida, es decir que el porcentaje de recuperacion es
proximo al 100%. La precision del método analitico es el grado de concordancia o de
dispersion de los resultados de la prueba. Los valores de RSD obtenidos, (0.19% para
repetibilidad y 0.52% para precision intermedia), nos demuestran la precision del método
analitico donde el valor maximo permitido es un RSD = 2.0%. La especificidad determina
la capacidad del método analitico de medir el contenido de Levocetirizina Clorhidrato, sin
interferencias de parte de los excipientes o productos de degradacion del principio activo.
En el método analitico se obtuvo picos cromatograficos de levocetirizina clorhidrato con
tiempos de retencion similares para la muestra y el Standar, por lo tanto el método es
especifico. El Standard y el analisis del placebo nos demuestra que ningun excipiente
interfiere con el pico del principio activo, como tampoco se ha detectado la presencia de
productos de degradacion de levocetirizina clorhidrato al realizar el andlisis del principio
activo sometido a diferentes procedimientos de degradacion forzada , por lo tanto el
método es selectivo.

Palabras Claves: Levocetirizina clorhidrato, Cromatografia liquida de alta Precision,
Validacion, Método analitico



ABSTRACT

The validation of an analytical methodology is an integral part of the quality control
system, since it confers reliability to the analytical results obtained in an analytical
laboratory, in order to ensure that a drug meets the established quality parameters. In this
work we present the validation of an analytical method for the quantification of
Levocetirizine dihydrochloride in an oral solution drops by High Accuracy Liquid
Chromatography. The statistical parameters used in the validation are: Linearity; which
measures the ability of the analytical method to produce results that are proportional to the
concentration of the analyte, which is demonstrated in the validation by obtaining a
correlation coefficient r = 0.998 for system and 0.9996 for method, being the minimum
permissible value of 0.995. Accuracy measures the proximity of the results obtained by
this method and the real value. When applying the student test to demonstrate the
accuracy of the analytical method, we obtained a texp (1.1444) that is less than the t of the
tables (2.306); therefore, there is no significant difference between the average recovery
and the added amount, that is, the recovery percentage is close to 100%. The precision of
the analytical method is the degree of concordance or dispersion of the test results. The
values of RSD obtained, (0.19% for repeatability and 0.52% for intermediate precision),
show us the precision of the analytical method where the maximum value allowed is an
RSD = 2.0%. The specificity determines the ability of the analytical method to measure
the content of Levocetirizine Hydrochloride, without interference from the excipients or
degradation products of the active principle. In the analytical method, chromatographic
peaks of levocetirizine hydrochloride were obtained with similar retention times for the
sample and the Standard, therefore the method is specific. Standard and placebo analysis
show that no excipient interferes with the peak of the active principle, nor has the
presence of degradation products of levocetirizine hydrochloride been detected when
carrying out the analysis of the active principle subjected to different procedures of forced
degradation, for therefore the method is selective.

Key Words: Levocetirizine hydrochloride, High Precision Liquid Chromatography,

Validation, Analytical method
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L. INTRODUCCION

Es necesario adquirir conocimiento cientifico y tecnologico que nos permita contribuir y
satisfacer las demandas de la sociedad y proporcionar solucion a problemas de salud, por
medio de medicamentos que en las tultimas décadas son reemplazados por farmacos
especificos. Los mismos que son elaborados por grandes laboratorios e industrias
farmacéuticas; quienes tienen que estar atentos y cumplir con Buenas Précticas de
Manufactura y de Laboratorio, asi como el control de calidad del producto fabricado es

indispensable para garantizarle al consumidor un medicamento confiable y seguro(!.

El continuo y rapido crecimiento del mercado farmacéutico exige que los laboratorios
farmacéuticos se preparen y busquen la calidad en sus productos y procesos, para poder asi
utilizarlo como una ventaja frente a su competencia. Lo que requiere la necesidad de
obtener certificaciones que garanticen la calidad del producto, como por ejemplo la
certificacion ISO 9001, el mismo que requiere la validacion de los métodos analiticos con

el que se realiza el control de calidad de sus productos(!.

Las Diferencias entre distintas formas farmacéuticas, tipo y calidad de las materias primas
empleadas por cada fabricante, hacen necesario validar la metodologia para cada producto
en particular. El disefio de este nuevo método sirve de guia a la industria farmacéutica para
la cuantificacion simultadnea de cinco principios activos como materia prima y en un
producto terminado; basdndose en la cromatografia liquida de alta resoluciéon como una
técnica automatizada que permite analizar de forma rapida y eficiente la separacion,
cuantificacion y deteccion de las muestras por medio de la identificacion de los picos en
los cromatogramas. Los resultados obtenidos fueron evaluados con un programa
informdtico que integra tanto criterios de estadistica y aceptacion que especifica cada
requisito, que permite generar resultados veridicos para asegurar y validar un método

analitico de medicamentos que puede ser aprobado y autorizado®.



La validaciéon de un método analitico es el proceso por el cual se establece por medio de
un estudio y programa documentado que ese método posee todos los requisitos para un
determinado andlisis de un producto. La validacion es parte integral de las buenas précticas
de manufactura (BPM) y del desarrollo de un método de analisis puesto que sin fiabilidad
de los resultados analiticos es imposible asegurar que un medicamento cumpla con las
especificaciones exigidas, ademds contribuye a garantizar la calidad y asegurar las
propiedades de calidad de un producto determinado. La calidad de los resultados analiticos
debe ser respaldada mediante la fiabilidad y reproducibilidad de los métodos analiticos
utilizados en su obtencidn y esta demostracion debe estar debidamente documentada con el

detalle de la preparacion de las muestras efectuadas y datos obtenidos. @,

La validacion es el proceso establecido para la obtencion de pruebas documentadas y
demostrativas de que un método de andlisis es lo suficientemente fiable y reproducible
para producir el resultado previsto dentro de los intervalos definidos. La validacion de un
método analitico es un requisito necesario para cumplir con las Buenas Practicas de

Manufactura (BPM) y asi asegurar la calidad del medicamento. ()

Para el desarrollo de un nuevo producto es necesaria la utilizacion de métodos analiticos
que permitan cuantificar el producto en forma de producto terminado, materia prima o
como principio activo de la formulacion con un alto grado de confiabilidad, altos

estandares de calidad de la produccion.

Por lo cual se realizara una validacion de un nuevo método analitico de Levocetirizina
Diclorhidrato 5mg/mL Solucién oral gotas elaborada en el area de desarrollo e
investigacion de la industria farmacéutica. Es un producto nuevo que se elaborara con
altos estandares de calidad del producto, lo cual logre garantizar la calidad del producto.
La validacion de un método analitico es el proceso por el cual queda establecido por
estudios experimentales que la capacidad del método satisface los requisitos para la
aplicaciéon analitica deseada. Esta se fundamenta en la determinacién de diversos

pardmetros que se aplican de acuerdo con la categoria a la que pertenezcan.



I.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las empresas de la Industria Médico-Farmacéutica tienen como prioridad asegurar la
calidad de sus productos , dentro de la Industria Farmacéutica se debe garantizar la
fiabilidad de datos obtenidos mediante los andlisis ya que a partir del resultado
proporcionado se tomaran desiciones futuras con respecto al producto. Por lo tanto nos

interesa mantener un método que sea estable, capaz y robusto. @

Un método validado nos da la seguridad de ello, dado que estas caracteristicas son
esenciales para mantener altos niveles de calidad en los resultados del analisis.

Entonces, para la cuantificacion de Levocetirizina Diclorhidrato solucion oral gotas por
cromatografia liquida de alta Precision (HPLC), Se determinara si el método Analitico

cumple con los parametros de desempefio de la validacion.

Por lo tanto se inicio la validacion de un metodo analitico por HPLC ya que validando
aseguramos que se cumpla con los requerimientos preestablecidos, confirmando su
precision y exactitud. validando aseguramos que las modificaciones de las condiciones
normales de ensayo y medio ambiente operacional no afecten negativamente el resultado

final .

Las caracteristicas de desempeio de un método analitico se expresan en funcion de los
pardmetros analiticos. Los parametros analiticos considerados en la

validacion son los siguientes:

* Exactitud

* Precision

* Especificidad

* Limite de Deteccion

* Limite de Cuantificacion
* Linealidad

* Robustez

* Rango (Intervalo)



la validacion de un método analitico es dejar evidencia, mediante documentacion, del
cumplimiento de las condiciones de exactitud, precision y confiabilidad, asi como de la
integridad y recuperabilidad de los resultados de los ensayos efectuados. De este modo
queda demostrado que se puede confiar en un método para producir el resultado esperado

dentro de limites definidos.

1.2 HIPOTESIS.

El Método Analitico de cuantificacion por HPLC de Levocetirizina Diclorhidrato

Smg/mL Solucidén oral gotas cumple con los pardmetros de Validacion.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL
Validar el método analitico para la cuantificacion de Levocetirizina
Diclorhidrato Smg/mL Solucion oral gotas por cromatografia liquida de alta

precision (HPLC).

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar los parametros de la validacion de: Adecuabilidad, Especificidad,
Exactitud, Precision, Linealidad, Robustez, del método de cuantificacion de
Levocetirizina Diclorhidrato Smg/mL Solucién oral gotas con los resultados

obtenidos del analisis.

1.3 VARIABLES:

1.4.1 VARIABLES DEPENDIENTES

Analisis Cuantitativo de Levocetirizina Diclorhidrato

1.4.2 VARIABLES INDEPENDIENTES
Validacion de la cuantificacion en Cromatografo liquido de alta precision

(HPLC).



II. MARCO TEORICO

En la actualidad los laboratorios de control de la calidad de la Industria Médico-
Farmacéutica se ocupan de analizar si un producto cumple o no con sus requisitos de
calidad mediante la utilizacion de métodos analiticos establecidos para cada uno de ellos y
también se esfuerzan para validar cada método analitico utilizado en el control de la
calidad de sus productos. Usando este criterio el laboratorio de control quimico inici6 la
validacion de sus métodos analiticos con la que interviene en el control de la calidad de
Productos Farmaceuticos que se encuentra en fase de desarrollo, y posteriormente sera

sometido a un estudio de estabilidad. "%

De acuerdo a las BPM, un medicamento es, en si mismo, un producto complejo que
requiere un protocolo de estandarizacion que so6lo puede garantizarse mediante la
utilizacion de métodos de andlisis apropiados. El empleo de estos métodos se extiende no
solo a las diferentes etapas de su fabricacion, sino también a las de investigacion,

desarrollo y farmacoterapia.”’

Las Buenas Practicas de Manufactura establecen que todas las operaciones, procesos,
métodos o técnicas deben ser reguladas o estrictas y deben ser cumplidas y supervisadas

por profesionales con la suficiente responsabilidad.

Los estudios de validacion constituyen una parte esencial de las BPM, deben efectuarse
conforme a protocolos definidos de antemano. Siempre que sea factible, la validacion debe
completarse antes de la entrega o implementacion del producto. Debe prepararse y

archivarse un reporte escrito que resuma los resultados y las conclusiones registradas.®

Deben establecerse procesos y procedimientos sobre la base de un estudio de validacion.
Los cuales se sometan periddicamente a una revalidacion para asegurar que con ellos se
puedan seguir obteniendo los resultados deseados. Se debe prestar especial atenciéon a la

validacion de los procedimientos del proceso, limpieza y de los métodos analiticos.

Para conocer la importancia que los métodos de analisis representan en el ciclo de vida de

un medicamento, basta con aproximarse a las diferentes etapas de su elaboracion.
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En este sentido, las técnicas analiticas desempefan una funcién determinante en todos los
estudios de la vida de un farmaco, es decir, en la investigacion, el desarrollo de un nuevo
compuesto, el estudio de la forma farmacéutica idonea y en la produccion y el control, asi

como en el conocimiento del estado de conservacion en el tiempo.

Sin embargo, en el mercado farmacéutico actual existen varios medicamentos de gran
demanda por la poblacion, cuyas técnicas de analisis no se encuentran publicadas en las
obras oficiales que generalmente se consultan, a saber: Farmacopea americana, britdnica,
europea y japonesa. Esto hace necesario desarrollar nuevas técnicas de andlisis en el
laboratorio con el fin de separar y cuantificar los principios activos de dichos

medicamentos.

En los ultimos afos la cromatografia de liquidos de alta resolucion, también llamada
HPLC por sus siglas en inglés (High Performance Liquid Cromatography), ha adquirido
una importancia relevante en el analisis quimico cuantitativo. Es por eso que la mayoria de

laboratorios farmacéuticos cuentan con el equipo necesario para este tipo de cromatografia.

Es la técnica de separacion mas ampliamente utilizada, presentando ventajas sobre los
métodos tradicionales. Entre ellas estan: que se obtienen tiempos de analisis mas rapidos,
pueden separarse sustancias de mezclas complejas con alta resolucion, ejecucion de los
andlisis con facilidad y exactitud, obteniéndose errores relativos menores al 1% vy, sobre
todo, su gran aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria, en

muchos campos de la ciencia y para la sociedad en general.®)

El proceso de validacion permite el conocimiento de las caracteristicas de funcionamiento
del método y proporciona un alto grado de confianza en el mismo y en los resultados

obtenidos al aplicarlo.

Los documentos de la ICH (International Conference on Harmonization) establecen los
procedimientos necesarios para llevar a cabo la validacion de los métodos analiticos. En
ellas se indican las caracteristicas del método que deben ser consideradas para la

validacion, que son:



Especificidad: es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de
aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, tales como impurezas, productos

de degradacion y componentes de la matriz.

Exactitud: es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante el
procedimiento analitico y el valor verdadero. La exactitud de un procedimiento analitico

debe establecerse en todo su intervalo.

Precision: expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una serie de
medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea en las condiciones
prescritas. La precision intermedia (también conocida como tolerancia o fortaleza) expresa
la variacién dentro de un laboratorio, por ejemplo en diferentes dias, con diferentes

analistas o con equipo diferente dentro del mismo laboratorio.

Limite de deteccion: es una caracteristica de las pruebas de limite. Es la cantidad minima
de analito en una muestra que puede detectarse, aunque no necesariamente cuantificarse,
en las condiciones experimentales indicadas. Se expresa habitualmente en forma de

concentracion de analito en la muestra.

Limite de cuantificacion: es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas de
compuestos que se encuentran en baja concentracion en la matriz de una muestra. Es la
minima cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con precision y
exactitud aceptables en las condiciones experimentales indicadas. Se expresa

habitualmente en forma de concentracion de analito en la muestra.

Linealidad e intervalo: la linealidad es la capacidad para obtener resultados de prueba que
sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una transformacion matematica
bien definida, a la concentracion de analito en muestras en un intervalo dado, es decir se
refiere a la linealidad de la relacion entre la concentracion y la medida de valoracion. El
intervalo o rango es la amplitud entre la concentracion inferior y superior en la cual se
puede determinar al analito con un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad

utilizando el procedimiento seglin se describe por escrito.
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Robustez: es una medida de la capacidad del procedimiento analitico para no ser afectado
por variaciones pequeias, aunque deliberadas, en los parametros del procedimiento
indicado en la documentacion, y provee una indicacion de su aptitud durante condiciones

normales de uso.

Para el caso de la ICH, estas aconsejan sobre la necesidad de realizar una nueva validacion
en las siguientes circunstancias: cambios en la sintesis del farmaco, cambios en la

composicion del producto farmacéutico y cambios en el procedimiento analitico.”

El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos que disefia o
desarrolla, los métodos normalizados empleados fuera del alcance previsto, asi como las
ampliaciones y modificaciones de los métodos normalizados, para confirmar que los
métodos son aptos para el fin previsto. El laboratorio debe registrar los resultados
obtenidos, el procedimiento utilizado para la validacién y una declaracion sobre la aptitud

del método para el uso previsto. '*

Basado en este criterio se inici6 la validacion de un método analitico por HPLC con que
interviene en el control de calidad de un nuevo producto desarrollado. Es un medicamento

cuyo principio activo es la Levocetirizina Diclorhidrato en forma de solucion oral gotas.

Sin embargo, el método de andlisis no se encuentra publicado en las obras oficiales a las
que generalmente se consulta, a saber: Farmacopea Americana y Britanica. Esto hizo
necesario desarrollar un nuevo método de andlisis en el laboratorio para separar y

cuantificar dicho principio activo.!”

Por ser una técnica desarrollada internamente , debe ser validada de acuerdo a los
requerimientos establecidos en la USP40-NF35 (Farmacopea Americana) y la International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH). Con este procedimiento se probara la confiabilidad
del método analitico para asegurar la calidad, eficacia e inocuidad del medicamento. Por
tanto, al validar este método analitico, se obtendrd un procedimiento especifico para el

analisis en las condiciones descritas.



2.1. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

Sin duda, una de las aplicaciones mas importantes de las técnicas instrumentales en
farmacia es la determinacion cuantitativa de compuestos. Existen numerosos métodos que
se emplean asiduamente con este fin, siendo necesario conocer las posibilidades y
limitaciones de cada uno de ellos para seleccionar el mas adecuado para el analisis que se
desee realizar. En ocasiones se pueden asociar dos o mas técnicas para resolver problemas
concretos.

Para desarrollar una técnica analitica de cuantificacion es necesario, en primer lugar,
establecer el método analitico mas conveniente a ser utilizado. El desarrollo de la técnica
de validacion para materias primas y productos terminados es una tarea que se viene
desarrollando en diferentes laboratorios farmacéuticos peruanos, en los ultimos afios,
debido a las exigencias de altos estandares de calidad y la mejora continua de la
produccion de los medicamentos se tiene que tener resultados confiables, de los cuales se

tienen las siguientes tesis realizadas:

Flores, (1) realiz6 una validacion de un método analitico de cromatografia liquida de alta
performance para la cuantificacion de Adapaleno en Alviera 0.1% crema topica,
concluyendo que el método analitico para la cuantificacion del Adapaleno en Alviera 0.1%
crema topica cumple con los parametros de linealidad, exactitud, especificidad, robustez,
repetibilidad y precision intermedia del nuevo método de andlisis de acuerdo a los

pardmetros solicitados.

Jessica, (2) efectu6 una validacion de método analitico de valoracion de Naproxeno sédico
550 mg tableta por cromatografia liquida de alta performance, para lo cual utilizé la
técnica de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) establecido en la USP 28.
Los parametros estadisticos empleados en la validacion son: La linealidad; lo cual queda
demostrado en la validacion al obtener un coeficiente de correlacion r= 0.99992, siendo el
valor minimo permisible de 0.997. La exactitud: Al aplicar el test de student para
demostrar la exactitud del método analitico se obtuvo un texp (1.1932) que es menor

al t de las tablas (2.306); por lo tanto no existe diferencia significativa entre la
recuperacion media y la cantidad anadida de analito, es decir que el porcentaje de
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recuperacion del analito es muy cercano al 100%. La precision del método analitico es el
grado de concordancia o de dispersion de los resultados de la prueba. Los valores de RSD
obtenidos, (0.17% para repetibilidad y 0.16% para precision intermedia), nos demuestran

la precision del método analitico donde el valor maximo permitido es un RSD = 2.0%.

Mendoza, (3) desarroll6 una validacion del método analitico por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) para la determinacion cuantitativa de Levofloxacino de
500mg/100ml inyectable para infusioén, concluyendo que cumple con las exigencias dadas
por la USP 31 en todos los pardmetros de la validacion. Los resultados son proporcionales
a la concentracion del analito en la muestra, por lo tanto el método es lineal; es preciso
porque nos permite obtener resultados repetitivos y reproducibles; es exacto porque
permite la recuperacion de la totalidad del analito presente en la muestra y es selectivo
porque permite el andlisis del principio activo sin la interferencia de los excipientes

presentes en la tableta.

Jorge, (4) realiz6 una validacion del método analitico de valoracién de amoxicilina en
polvo para suspension oral producido por Betapharma S.A. mediante HPLC, determinando
que el método analitico utilizado para la valoracidon de Amoxicilina en polvo para
suspension oral mediante (HPLC), cumple con los requerimientos para los que fue
disefado, esto fue establecido gracias a diferentes parametros y los resultados fueron
satisfactorios para todos los andlisis para la precision del método se obtuvo un RSD de
1,33 por debajo del limite de 3,9 permitido. En cuanto a la precision entre dias, se obtuvo
un RSD de 2,04 por debajo de 3,9 que es el limite permitido. Con respecto a la precision
entre analistas se obtuvo un RSD de 1,66 que esta por debajo del limite permitido que es
de 3,9. En la determinacion de la linealidad se obtuvo un R2 de 0,994 que esta por arriba
del 0,99 planteado inicialmente. En la determinaciéon de la recuperacion del método se
obtuvo un porcentaje de 97,94% que estd dentro de los parametros establecidos entre
97.5% y 102,5%. En cuanto a la robustez del método se obtuvo un RSD (Desviacién

estandar relativa) de 1,5 que se encuentra por debajo de 3,9 que es el limite permitido.
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2.2. VALIDACION:

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se demuestra por medio de
un estudio y programa documentado que las caracteristicas de desempeiio del método
cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas para un terminado
analisis de un producto. La validacion es parte integral de las buenas practicas de
manufactura (BPM) y del desarrollo de un método de analisis puesto que sin fiabilidad de
los resultados analiticos es imposible asegurar que un medicamento cumpla con las
especificaciones exigidas, ademas contribuye a garantizar la calidad y asegurar las
propiedades de calidad de un producto determinado. La calidad de los resultados analiticos
debe ser respaldada mediante la fiabilidad y reproducibilidad de los métodos analiticos
utilizados en su obtencidon y esta demostracion debe estar debidamente documentada con

el detalle de la preparacion de las muestras efectuadas y datos obtenidos. ©- 6%

La validacion verifica que el método de ensayo sirve para determinar si el procedimiento
puede ser utilizado para su proposito previsto, en condiciones de uso reales para un
farmaco especifico y/o matriz de un producto farmacéutico determinado. El proceso de
validacion desarrolla el método analitico estableciendo la evidencia documental de que el
procedimiento analitico conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencién de
resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos establecidos.
El objetivo de la validacion de un método analitico es dejar evidencia, mediante
documentacion, del cumplimiento de las condiciones de exactitud, precision y
confiabilidad, asi como de la integridad y recuperabilidad de los resultados de los ensayos
efectuados. De este modo queda demostrado que se puede confiar en un método para

reducir los resultados esperados dentro de limites definidos. (13- 14)

La validacion de un procedimiento se puede determinar por la evaluacion de su

especificidad, linealidad, intervalo, exactitud, precision y robustez.

El objetivo de la validacion de un método es demostrar que el procedimiento de medicion
sea adecuado para su propdsito esperado, incluyendo la determinacion cuantitativa del
componente principal en un firmaco o forma farmacéutica (valoraciones de Categoria I), la
determinacion cuantitativa de impurezas o limites de prueba (Categoria II) y las pruebas de
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identificacion (Categoria IV). Dependiendo de la categoria de la prueba (ver la Tabla 1. En
el capitulo Validacion de Procedimientos Farmacopeicos capitulo general (1225)), El
proceso de validacion del método analitico requiere el andlisis de linealidad, intervalo,
exactitud, especificidad, precision, limite de cuantificacion y robustez. @

Las caracteristicas de desempefio que demuestran la aptitud de un método son similares a
las requeridas para cualquier procedimiento analitico. El capitulo general (1225) trata los
principios generales aplicables. Los criterios de aceptacion especificos para cada parametro
de validacion deben ser congruentes con el uso pretendido del método. Las muestras para
validacion deben ser independientes del conjunto de calibracion.?

La validacion de un método analitico es el proceso que establece mediante estudios en
laboratorios, que las caracteristicas de desempefio del método cumplen los requisitos
adecuados de exactitud y confiabilidad para las aplicaciones analiticas previstas. Las
caracteristicas de desempefio analitico habituales que deben considerarse en la validacion
de los tipos de métodos descritos son: exactitud, precision, especificidad, limite de

deteccion, limite de cuantificacion, linealidad e intervalo y robustez®

Caracteristicas Analiticas Tipicas Utilizadas para la Validacion de Métodos

* Exactitud

* Precision

* Especificidad

* Limite de Deteccion

* Limite de Cuantificacion
* Linealidad

* Robustez

* Rango (Intervalo)

Datos Requeridos para la Validacion:

Los requisitos de las pruebas farmacopeicas varian desde determinaciones analiticas muy
rigurosas hasta evaluaciones subjetivas de atributos. Considerando esta amplia variedad, es
légico que diferentes procedimientos de prueba requieran diferentes esquemas de

validacion. Las categorias de prueba més habituales para las que se exigen datos de
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validacion. Estas categorias se indican a continuacion:

Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes

principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en

productos farmacéuticos terminados.

Categoria II: Procedimientos analiticos para la determinacién de impurezas en firmacos a

granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados. Estos

procedimientos incluyen andlisis cuantitativos y pruebas de limite.

Categoria III: Procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de

desempefio (p.ej. disolucidn, liberacion de farmacos, etc.).

Categoria IV: Pruebas de identificacion.

Para cada categoria, se requiere diferente informacion analitica. En la tabla 1 Indican los

datos que normalmente se requieren para cada una de estas categorias.

Tabla N° 01

Categorias de validacion

Caracteristicas de Categoria I Categoria II de valoracion Categoria Ill de | Categoria IV
Desempeiio analitico de valoracién de valoracién
valoracién X (caracteristicas | (pruebas de
.| Prueba de Prueba de limite . ) . ..
Prod.Termi. o L de desempeiio, identificacidn)
limite Cualitativa . ..
Graneles, L disolucion)
) Cuantitativa (metales pesados,
conservante .
(impurezas en efc.)
fairmacos)
Exactitud SI ST * * NO
Precision SI R | NO SI NO
Especificidad R | ] | SI * ] |
Limite de deteccién NO NO S * NO
. NO * NO
Limite de NO SI
cuantificacién
Linealidad SI ST NO * NO
x * NO
Intervalo b | ] |
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Los procedimientos generales ya establecidos (p.ej., determinacion volumétrica de agua,
endotoxinas bacterianas) deben verificarse para establecer su aptitud para el uso, tal como
su exactitud (y la ausencia de posibles interferencias) cuando se utilizan para un producto

nuevo o materia prima nueva.

Al validar métodos de propiedades fisicas, se deben considerar las mismas caracteristicas
de desempefio requeridas para cualquier procedimiento analitico. Asimismo, se debe
evaluar el uso de las caracteristicas de desempefio para cada caso en particular, a fin de
determinar que el procedimiento es adecuado para el uso previsto. Los criterios de
aceptacion especificos para cada parametro de validacion deben ser congruentes con el uso
previsto para el método. Los métodos fisicos también se pueden clasificar en las cuatro
categorias de validacion. Por ejemplo, la validacion de un método espectroscopico
cuantitativo puede implicar la evaluacion de Caracteristicas de Desempeiio Analitico de
Categoria I, dependiendo de los requisitos del método. Las mediciones de propiedades
fisicas cualitativas, tales como tamafio de particula, area superficial, densidad aparente y
densidad por asentamiento, las cuales pueden tener un impacto sobre las caracteristicas de
desempefio, generalmente se ajustan mejor a la Categoria II/. Las Caracteristicas de
Desempefio Analitico de Categoria IV por lo general se aplican a la validacion de métodos
espectroscopicos de identificacion cualitativa. No obstante, las diversas técnicas se pueden
usar para distintos propositos, y el uso especifico del método y las caracteristicas del
material en andlisis se deben considerar al aplicar definitivamente una categoria a un tipo

de método en particular.

La validez de un procedimiento analitico puede verificarse s6lo mediante estudios de
laboratorio. Por lo tanto, la documentacion de la conclusion exitosa de dichos estudios
constituye un requisito basico para determinar si un procedimiento es adecuado para sus
aplicaciones previstas. Los procedimientos farmacopeicos oficiales también estan sujetos a
reglamentos que requieren la demostracion de aptitud en las condiciones reales de uso (ver
Verificacion de Procedimientos Farmacopeicos (1226) para los principios relativos a la
verificacion de procedimientos farmacopeicos). Cualquier propuesta de procedimientos
farmacopeicos analiticos nuevos o revisados debe ir acompafiada de la documentacion

adecuada. 22D
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2.2.1 EXACTITUD

Para valoraciones de Categoria I o pruebas de Categoria II, los analistas pueden determinar
la exactitud realizando estudios de recuperacion mediante el uso de la matriz apropiada
que tenga concentraciones conocidas agregadas de elementos. Asimismo, se puede usar un
material estandar certificado apropiado provisto por la USP. Ademas, se considera una
practica aceptable comparar los resultados de la valoracion obtenidos usando el método
que se esta validando con aquéllos obtenidos de un método analitico establecido. Cuando
los analistas usan el método de estandar agregado, las evaluaciones de exactitud se basan
en la concentracion calculada a partir de la interseccion de la curva, con el eje de
concentracion a ordenada cero, no en la recuperacion calculada a partir de las adiciones de

estandares individuales.">

Criterios de aceptacién: Recuperacion de 98,0 -102,0% para valoracién de farmacos y
formas farmacéuticas, recuperacion del 70,0 -150,0% para analisis de impurezas. Estos

criterios de aceptacion deben cumplirse en todo el intervalo validado.

2.2.2 PRECISION

a) Repetibilidad:

Los analistas deben evaluar el método analitico midiendo las concentraciones de seis
estandares distintos al 100% de la concentracion de prueba de la valoracion.
Alternativamente, los analistas pueden medir las concentraciones de tres determinaciones
repetidas de tres muestras distintas a diferentes concentraciones. Las tres concentraciones
deben ser lo suficientemente cercanas de modo que la repetibilidad sea constante en todo
el intervalo de concentracion. En este caso, se combina la repetibilidad a las tres

concentraciones para compararla con los criterios de aceptacion.®”
Criterios de aceptacion: La desviacion estandar relativa es no mas de 1,0% para la

valoracion de fairmacos, no més de 2,0% para la valoracion de formas farmacéuticas y no

mas de 20,0% para el analisis de impurezas.
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b) Precision Intermedia:

Los analistas deben establecer el efecto de eventos aleatorios sobre la precision analitica
del método. Las variables tipicas incluyen realizar el andlisis en dias distintos, usando
diferentes instrumentos, o que dos o mas analistas realicen el método. Como minimo,
cualquier combinacion de al menos dos de estos factores para totalizar seis experimentos

proveera una estimacion de la precision intermedia."

Criterios de aceptacion: La desviacion estdndar relativa es no mas de 1,0% para la
valoracion de farmacos, no mas de 3,0% para la valoracion de formas farmacéuticas y no

mas de 25,0% para el analisis de impurezas.

2.2.3 ESPECIFICIDAD
El procedimiento debe poder determinar de manera inequivoca cada analito elemental en
presencia de otros componentes que se esperan encontrar, incluyendo cualquier

componente de la matriz.

2.2.4 LIMITE DE DETECCION

Se entiende por limite de deteccion la minima cantidad del analito en la muestra que se
puede detectar aunque no necesariamente cuantificar bajo dichas condiciones
experimentales. El limite de deteccion es por tanto un término solo cualitativo. En ambos
términos se encuentra un rango de concentraciones en las que si bien no puede
cuantificarse el analito en cuestion con razonable certeza, si puede detectarse su presencia

sin incurrir en falsos positivos.

2.2.5 LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de cuantificacion se puede estimar calculando la desviacion estandar de no menos
de 6 mediciones repetidas de un blanco y multiplicando por 10. Se pueden usar otros
enfoques adecuados (ver (1225)). Para confirmar la exactitud, se debe realizar una
medicion de una muestra de prueba preparada a partir de una matriz de muestra
representativa y a la que se le agregan cantidades conocidas de tal manera que la

concentracion sea similar a la concentracidon de limite de cuantificacion.®
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2.2.6 LINEALIDAD

Los analistas deben demostrar una relacion lineal entre la concentracion del analito y la
respuesta corregida preparando no menos de cinco estdndares a concentraciones que
abarquen la concentracion anticipada de la muestra de prueba. Posteriormente, la curva
estandar debe evaluarse usando métodos estadisticos apropiados tales como la regresion de
cuadrados minimos. Se deben determinar el coeficiente de correlacion (R), la ordenada al

origen y la pendiente de la linea de regresion.

Criterios de aceptacion: R no menos de 0,995 para valoraciones de Categoria I y no

menos de 0,99 para pruebas cuantitativas de Categoria II.

2.2.7 RANGO

El Rango se define como el intervalo entre la concentracion superior e inferior (cantidades)
de analito en la muestra (incluyendo concentraciones superior e inferior) para el que se ha
demostrado que el procedimiento analitico tiene un nivel adecuado de precision, exactitud
y linealidad. El intervalo se demuestra cumpliendo con los requisitos de linealidad y

exactitud.®¥

Criterios de aceptacion: Para criterios de aceptacion centrados en 100,0 - 80,0 -120,0%.
Para criterios de aceptaciéon no centrados: 10% por debajo del limite inferior de la
especificacion hasta 10% por encima del limite superior de la especificacion. Para
uniformidad de contenido: 70,0-130,0%. Para la Categoria II los requisitos del intervalo

son 50,0 -120,0% de los criterios de aceptacion.

2.2.8 ROBUSTEZ
La confiabilidad de una medicion analitica se debe demostrar realizando cambios
deliberados a los parametros experimentales. Para esto puede incluir la medicion de la

estabilidad del analito en condiciones de almacenamiento especificadas.

Criterios de aceptacion: La medicion de la respuesta de un estandar o de una muestra
después de un cambio en los pardmetros experimentales no debe diferir de la medida
obtenida con el mismo estandar usando parametros establecidos en mas de +2,0% para una

valoracion de una forma farmacéutica y no mas de +20,0% para un anélisis de impurezas.
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2.3 VERIFICACION

El objetivo de una verificacion de un método es demostrar que el procedimiento descrito
en la monografia, se estd llevando a cabo con una exactitud, sensibilidad y precision
adecuadas. Puede ser necesario desarrollar y validar un procedimiento alternativo
conforme a lo permitido en las Advertencias Generales 6.30 de la USP40-NF35. Aunque
no se requiere la revalidacion completa de un método farmacopeico, la verificacion de
métodos farmacopeicos debe incluir por lo menos la ejecucion de los parametros de
validacion para especificidad, exactitud, precision y limite de cuantificacion, cuando

resulte apropiado, seglin se indica en la seccidén Validacion (anterior).)

2.4 ESPECIFICIDAD E INTERFERENCIA DEL PLACEBO

Es necesario para demostrar que los resultados no estdn indebidamente afectados por
los ingredientes del placebo, otros farmacos activos o productos de degradacion.

El placebo esta constituido por todos los excipientes y recubrimientos sin el ingrediente
activo. La interferencia del placebo puede determinarse pesando las muestras de la
mezcla del placebo y disolviéndolas o dispersdndolas en el medio de disolucion a las
concentraciones que se puedan encontrar durante la prueba.

Es preferible realizar este experimento a 37C° comparandolo al 100% del estandar, por la
formula: 100C(Ap/As)(V/L)

En donde C es la concentracion, en mg por ml, del estandar: Ap y As son las
absorbancias del placebo y del estandar, respectivamente; V es el volumen, en ml, del
medio; y Lesel valor declarado, en mg.

La interferencia no debe exceder de 2%.

e FElegir otra longitud de onda.

e Sustraer la linea de base empleando una longitud de onda mayor o utilizar HPLC.
Cuando estan presentes otros fArmacos activos o hay significativos niveles de degradacion,
es necesario demostrar que éstos no afectan demasiado los resultados.

Un procedimiento para lograrlo es medir la matriz en presencia y ausencia del otro

farmaco activo o producto de degradacién: toda interferencia no debe exceder de 2%.
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2.5 CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS (HPLC)
Cromatografia liquida de alta presion y de cromatografia de alta resolucion. La
cromatografia de liquidos es una técnica de separacion basada en una fase estacionaria

solida y una fase movil liquida.**"

a) Fase estacionaria:

Las separaciones se logran por procesos de particion, adsorcion o intercambio idnico,
segun el tipo de fase estacionaria empleada. Las fases estacionarias méas comunmente
usadas son la silice modificada o el micro perlas de polimeros. Las micro perlas se
modifican agregando hidrocarburos de cadena larga. El tipo de relleno especifico necesario
para completar un analisis se indica mediante la designacion “L” en la monografia

individual, el tamafio de las micro perlas también se describen en la monografia.

b) Columna cromatografica:

El termino columna incluye columnas de acero inoxidables, de aceros inoxidables con
recubierto interno y poliméricas, rellenas con una fase estacionaria. La longitud y el
diametro de la columna afectan la separacion y por tanto, las dimensiones tipicas de
columna se incluyen la monografia individual.

¢) Fase movil:

La fase movil es un disolvente o mezcla de disolventes, segun se define en la monografia
individual.

d) Aparato:

Un cromatografo 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 movil, una columna cromatografica, un
detector y un dispositivo de recoleccion de datos.

e) Elucion en gradiente:

Se denomina elucion en gradiente o programacion del disolvente a la técnica de cambiar
continuamente la composicion del disolvente durante la cromatografia. EI perfil de
elucion en gradiente se presenta en la monografia individual como una tabla de
gradientes, que indica el tiempoy la composicion proporcional de la fase movil en el

tiempo indicado.
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2.6 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS Y QUIMICA DEL ANALITO

2.6.1 ANTIHISTAMINICO

Los antihistaminicos son farmacos empleados en el tratamiento de las enfermedades
alérgicas; estan entre los medicamentos mas prescritos a la poblacién general, y muchos
de ellos se pueden adquirir sin receta médica. Son un grupo de farmacos cuya accion
farmacoldgica consiste en inhibir los efectos de la histamina. Esta es una sustancia
quimica presente en todos los tejidos corporales, que interviene en muchos procesos
fisioldgicos, desde las reacciones alérgicas a la secrecion acida del estdmago; y a nivel del
sistema nervioso central (SNC), determina en gran parte la sensacion de hambre y los
ritmos suefio-vigilia. Para ello, la histamina actia a través de tres tipos distintos de
receptores: H1, H2, y H3. Los antihistaminicos propiamente dichos son los inhibidores
especificos de los receptores H1, y el término antihistaminico se reserva pues para estos
farmacos; aunque también existen inhibidores de los receptores H2, que inhiben la
secrecion 4cida del estobmago y se usan en las tulceras, gastritis y enfermedades por

reflujo.(51%

2.6.2 LEVOCETIRIZINA

La Levocetirizina pertenece al grupo de los antihistaminicos de segunda generacion. Se
trata de un enantiomero (R) de la cetirizina y, al igual que ésta, es un antagonista
competitivo potente y selectivo de los receptores histaminérgicos Hi. Por este mecanismo
reduce o previene los efectos bioldgicos de la histamina. Inhibe la contraccion del musculo
liso de las vias respiratorias y del arbol vascular, bloquea el incremento de la permeabilidad
capilar, la formacion de edema y péapulas desencadenados por la histamina, y suprimen el
prurito. No cruza, o lo hace en cantidades limitadas, la barrera hematoencefalica por lo que

sus efectos sedantes o anticolinérgicos no se presentan.!>'®
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a) Farmacocinética:

Levocetirizina tiene una buena absorcidn, con una concentracidon maxima a las 0,9 horas
de su administracion. Los alimentos no influyen en su absorcion. Se une a proteinas
plasmaticas en un 90%. Se metaboliza menos del 14% de la dosis. Se elimina
predominantemente en forma inalterada por via renal (85,4%). La vida media en plasma y

en adultos es de 7,9 = 1,9 horas (Benedetti y cols. Eur J Clin Pharmacol. 2001;57:571-82).

b) Farmacodinamia:

Levocetirizina es un antagonista de segunda generacion de los receptores H1. Los
antihistaminicos actian como antagonistas competitivos de la histamina: se unen al
receptor H1 sin activarlo e impiden asi que la histamina se una y los active. los
antihistaminicos como grupo no inactivan quimicamente a la histamina, ni la antagonizan
desde el punto de vista fisiologico, ni previenen de ninguna forma su liberacion (Gillard

y cols. Mol Pharmacol. 2002;61:391-9).

¢) Indicaciones:
La Levocetirizina estd indicada en el tratamiento de: rinitis alérgica estacional

(incluyendo los sintomas oculares); rinitis alérgica perenne y urticaria cronica idiopatica.

d) Formula Estructural Quimica de la Levocetirizina:

-

QY
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11

MATERIAL Y METODO:

3.1 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Equipos

Balanza Analitica
Cromatografo Liquido de Alta Precision (HPLC)

Materiales

Matraz volumétrico de 25mL

Matraz volumétrico de S0mL

Pipeta volumétrica de SmL

Membrana filtrante de 0,45um PVDF.

Columna Cromatografica: Eclipse XDB-C18 250mm x 4.6mm (5um) o similar.

Reactivos

Acetonitrilo grado HPLC
Acido Ortofosférico al 85%
Acido Sulftrico

Acido Clorhidrico
Peroxido de Hidrogeno
Hidréxido de Sodio

Estandar de Referencia: Levocetirizina Diclorhidrato.

Placebo (Todos los componentes de LEVOCETIRIZINA 5mg/mL Solucion,
excluyendo el activo Levocetirizina Diclorhidrato). Las proporciones son las
mismas que en la formula de elaboracion del producto.)

Producto Terminado LEVOCETIRIZINA 5mg/mL Solucion
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3.2. DESCRIPCION DEL METODO
METODO EXPERIMENTAL CUANTITATIVO

3.2.1 CONDICIONES DE TRABAJO:
Condiciones normales de trabajo establecidas para Control de Calidad (Temperatura < 25

°C y Humedad Relativa < 70 %).

3.2.2 PROCEDIMIENTO ANALITICO:

Proceder segun la a la técnica analitica de LEVOCETIRIZINA 5mg/mL Solucion
N° T-PRN212.01 (15 de Octubre del 2013).

CONTENIDO:

LEVOCETIRIZINA DICLORHIDRATO

Método: Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC)

Sistema Cromatografico:

Columna : Eclipse XDB-C18 250mm x 4.6mm (5um) o similar.
Flujo ;1,5 mL/min

Longitud de Onda : 230nm

Volumen de Inyeccion : 10uL

Temperatura : 30°C

Tiempo de Corte 10 minutos aproximadamente (7,3 veces el tiempo de

retencion del pico de Levocetirizina Diclorhidrato).

FASE MOVIL: Acetonitrilo / Buffer (35:65)

Buffer: En un recipiente adecuado para 1L, adicionar exactamente 2,9 mL de Acido
Ortofosforico al 85% y llevar a volumen de 1L con Agua. Homogenizar.
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Medir en probetas separadas los volumenes indicados y mezclar en un recipiente
adecuado. Filtrar por filtro de membrana PDVF de 0,45um de tamario de poro o

equivalente.
Diluyente: Acetonitrilo / Solucién A / Agua (100:1:100)
Solucién A: Acido Sulftrico 2N / Agua (2:33)

Acido Sulfiirico 2N: En un matraz volumétrico de 100 mL, agregar 50 mL de Agua y
colocar en un Bano de Hielo durante 10 minutos. Agregar, lentamente por las paredes, 5,4
mL de Acido Sulférico (concentrado) y agitar por rotaciéon. Enfriar a temperatura
ambiente y llevar a volumen con Agua. Homogenizar.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO

Preparacién de la Solucién Estandar de Referencia

(concentracion final aproximada. Levocetirizina Diclorhidrato 0,1 mg/mlL)

En un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente alrededor de 25 mg de
Levocetirizina Diclorhidrato Estdndar de Referencia, adicionar 35 mL de Diluyente y
llevar al Bano de Ultrasonido, con agitacion constante, hasta disolucion total. Llevar a
volumen con Diluyente y homogenizar.

Transferir volumétricamente SmL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevar a volumen con Diluyente. Homogenizar.

Preparacién de la Solucién Muestra

(concentracion final aproximada: Levocetirizina Diclorhidrato 0,1 mg/mL)

En un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente alrededor de 5 mL de Solucion
(equivalente a 25 mg de Levocetirizina Diclorhidrato), adicionar 35 mL de Diluyente y
agitar por rotacion durante 30 segundos. Llevar a volumen con Diluyente y homogenizar.
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Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevar a volumen con Diluyente. Homogenizar.

Filtrar las soluciones de trabajo a través de membrana de filtro PVDF de 0,45um de
tamario de poro o equivalente, descartando los primeros mililitros.

PROCEDIMIENTO

Proceder a inyectar la Solucion Estandar de Referencia y registrar su Cromatograma: El
Factor de Cola o Asimetria del pico de Levocetirizina Diclorhidrato es no mayor a 2; La
desviacion estandar relativa para inyecciones sucesivas es no mayor a 2%.

Proceder a inyectar la Soluciéon Muestra y registrar su Cromatograma.

Célculos:

Levocetirizinamg/mL: Amp x Pst x 5 x Pot x 50 x 25 x Pe

clorhidrato Ast 50 25 100 Pmp 5

Donde:

Amp : Area del pico de Levocetirizina Diclorhidrato en la Solucién Muestra.

Ast : Area del pico de Levocetirizina Diclorhidrato en la Solucién Estandar de
Referencia.

Pst : Peso, en miligramos, de Levocetirizina Diclorhidrato Estandar de Referencia.

Pot : Potencia tal cual, en porcentaje, de Levocetirizina Diclorhidrato Estandar de
Referencia.

Pmp : Peso, en gramos, de la Muestra.

Pe : Peso especifico de la Solucion.
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Esquema N°1

DIAGRAMA DEL FLUJO DEL PROCESO ANALITICO DE LEVOCETIRIZINA
DICLORHIDRATO 5mg/mL SOLUCION ORAL GOTAS

Preparacion de solucion de trabajo

Preparacion fase movil

[ Muestras para ]

LINEALIDAD
[MEZCLA DE SOLVENTES]
) Muestras para
PRECISION
[ HOMOGENIZACION ] Muestras para
EXACTITUD
- ‘ ’ Muestras para
FILTRACION SELECTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD
(0.45MICRAS)
saturacion V V

ANALISIS INSTRUMENTAL
HPLC

40min

REPORTES

CALCULOS
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3.3 PARAMETROS DE VALIDACION A DESARROLLAR Y
ESPECIFICACIONES:

Adecuabilidad, Especificidad, Exactitud, Precision, Linealidad, Robustez y Rango.

3.3.1 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

Preparacion de la Soluciéon Estandar de Referencia

Preparar una solucion estandar de referencia segun el item 3.2.2
Inyectar 6 veces la solucion de adecuabilidad y calcular el coeficiente de variacion.

Especificacion: CV < del 2%

3.3.2 ESPECIFICIDAD

Es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de aquellos
componentes cuya presencia resulta previsible, como componentes de la matriz.

Preparar las siguientes muestras:

Muestra 1 (Fase Movil)

Preparar la fase movil segin el item 3.2.2 Filtrar la solucion a través de membrana de
filtro PVDF de 0,45um de tamafio de poro o equivalente, descartando los primeros
mililitros. Realizar dos inyecciones.

Muestra 2 (Diluyente)

Preparar el Diluyente segtn el item 3.2.2 Filtrar la solucién a través de membrana de
filtro PVDF de 0,45um de tamafio de poro o equivalente, descartando los primeros
mililitros. Realizar dos inyecciones.

Muestra 3 (Placebo)

Preparar por duplicado, agregar con exactitud 5 mL de placebo en un matraz volumétrico
de 50 mL, adicionar 35 mL de Diluyente y agitar por rotacion durante 30 segundos.
Llevar a volumen con Diluyente y homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucidn anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.
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Muestra 4 (Estandar de Referencia: LEVOCETIRIZINA DICLORHIDRATO)

Preparar por duplicado, solucion estandar de referencia seglin el item 3.2.2

Muestra S (Muestra Problema)

Preparar por duplicado, solucion muestra segtn el item 3.2.2

Procedimiento:
Seguir procedimiento detallado en 3.2.2

Especificacion: En las muestras 1, 2 y 3 el porcentaje de interferencia no debe ser mayor
del 2%. En la muestra 5 el porcentaje de recuperacion no debe variar en mas del 2% de lo
teorico, ademas la resolucion del pico principal con cualquier otro pico no debe ser menor
al.

PRUEBAS DE DEGRADACION DE PLACEBO:

Muestra 6 (Degradacion Térmica del placebo)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente 5 mL de
Placebo, agregar 35 mL de Diluyente y agitar por rotacién durante 30 segundos. Llevar a
un Bafio Maria a 70°C durante 60 minutos, enfriar a temperatura ambiente y llevar a
volumen con Diluyente. Homogenizar.

Transferir volumétricamente SmL de la solucidon anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.

Muestra 7 (Degradacion Acida del placebo)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente 5 mL de
Placebo agregar 1 mL de Acido Clorhidrico 2N, agitar por rotacién y dejar reposar por 5
minutos. Luego, neutralizar la solucion agregando 1 mL de Hidroxido de Sodio 2N,
agregar 35 mL de Diluyente y agitar por rotacion durante 30 segundos. Llevar a volumen
con Diluyente y homogenizar.
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Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.

Muestra 8 (Degradacion Alcalina del placebo)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente 5 mL de
Placebo, agregar 1 mL de Hidréxido de Sodio 2N, agitar por rotacion y dejar reposar por
5 minutos. Luego, neutralizar la solucién agregando 1 mL de Acido Clorhidrico 2N,
agregar 35 mL de Diluyente y agitar por rotacion durante 30 segundos. Llevar a volumen
con Diluyente y homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.

Muestra 9 (Degradacion Oxidativa del placebo)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 5S0mL, pesar exactamente 5 mL de
Placebo, agregar 1 mL de Peréxido de Hidrégeno, agitar por rotacién y dejar reposar por
5 minutos. Luego, agregar 35 mL de Diluyente y agitar por rotacién durante 30 segundos.
Llevar a volumen con Diluyente y homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.

Muestra 10 (Degradaciéon por Luz UV 254 nm del placebo)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente 5 mL de
Placebo, agregar 35 mL de Diluyente y agitar por rotacion durante 30 segundos. Exponer
alaluz UV a 254 nm durante 3 horas. Luego, llevar a volumen con Diluyente y
homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucidn anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevar a volumen con Diluyente. Homogenizar.

Filtrar las soluciones de trabajo a través de membrana de filtro PVDF de 0,45um de
tamanio de poro o equivalente, descartando los primeros mililitros.
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Procedimiento:

Seguir procedimiento detallado en 3.2.2

Especificacion: En las muestras 6, 7, 8, 9 y 10 el porcentaje de interferencia no debe ser
mayor del 2%.

DEGRADACION DE MUESTRA PROBLEMA de LEVOCETIRIZINA Smg/mL
Solucién:

Muestra 11 (Degradacion Térmica de LEVOCETIRIZINA Smg/mL Solucion)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente 5 mL de
Muestra (equivalente a 25 mg de Levocetirizina Diclorhidrato), agregar 35 mL de
Diluyente y agitar por rotacion durante 30 segundos. Llevar a un Bafo Maria a 70°C
durante 60 minutos, enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con Diluyente.
Homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.

Muestra 12 (Degradacion Acida de LEVOCETIRIZINA 5mg/mL Solucién)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente 5 mL de
Muestra (equivalente a 25 mg de Levocetirizina Diclorhidrato), agregar 1 mL de Acido
Clorhidrico 2N, agitar por rotacion y dejar reposar por 5 minutos. Luego, neutralizar la
solucion agregando 1mL de Hidroxido de Sodio 2N, agregar 35 mL de Diluyente y agitar
por rotacion durante 30 segundos. Llevar a volumen con Diluyente y homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucién anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.

Muestra 13 (Degradacion Alcalina de LEVOCETIRIZINA 5Smg/mL Solucion)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente 5 mL de
Muestra (equivalente a 25 mg de Levocetirizina Diclorhidrato), agregar 1 mL de
Hidroxido de Sodio 2N, agitar por rotacion y dejar reposar por 5 minutos. Luego,
neutralizar la solucion agregando ImL de Acido Clorhidrico 2N, agregar 35 mL de
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Diluyente y agitar por rotacion durante 30 segundos. Llevar a volumen con Diluyente y
homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.

Muestra 14 (Degradacion Oxidativa de LEVOCETIRIZINA Smg/mL Solucion)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente 5 mL de
Muestra (equivalente a 25 mg de Levocetirizina Diclorhidrato), agregar 1 mL de Peroxido
de Hidrégeno, agitar por rotacion y dejar reposar por 5 minutos. Luego, agregar 35 mL de
Diluyente y agitar por rotacion durante 30 segundos. Llevar a volumen con Diluyente y
homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.

Muestra 15 (Degradacion por Luz UV 254 nm de LEVOCETIRIZINA Smg/mL
Solucién)

Preparar por duplicado, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar exactamente 5 mL de
Muestra (equivalente a 25 mg de Levocetirizina Diclorhidrato), agregar 35 mL de
Diluyente y agitar por rotacion durante 30 segundos. Exponer a la luz UV a 254 nm
durante 3 horas. Luego, llevar a volumen con Diluyente y homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevara volumen con Diluyente. Homogenizar.

Filtrar las soluciones de trabajo a través de membrana de filtro PVDF de 0,45um de
tamaiio de poro o equivalente, descartando los primeros mililitros.

Procedimiento:

Seguir procedimiento detallado en 3.2.2

Especificacion: En las muestras 11, 12, 13, 14 y 15 el porcentaje de recuperacion
obtenido no debe exceder el 2% de lo tedrico. Ademas la resolucion del pico principal con
cualquier otro pico no debe ser menor a 1.
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3.3.3 EXACTITUD

La exactitud de un método analitico, es la proximidad entre los resultados obtenidos y el
valor verdadero.

Preparar por triplicado las muestras correspondientes a 3 concentraciones (80%, 100% y
120%) de Placebo enriquecido con principio activo.

Preparacion de las Muestras:

Preparar por triplicado cada concentracion, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar
exactamente lo indicado en la Tabla N° 02 de Levocetirizina Diclorhidrato Estandar de
Referencia, agregar 35 mL de Diluyente y 5 mL de Placebo. Agitar por rotacion durante
30 segundos y llevar a volumen con Diluyente. Homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevar a volumen con Diluyente. Homogenizar.

Tabla N° 02
Estandar de
Concentracion* Equivalente a mg/mL Levocetirizina
Diclorhidrato (mg)
80 % 4,0 mg/mL 20,00
100 % 5,0 mg/mL 25,00
120 % 6,0 mg/mL 30,00

* Las concentraciones se establecen para abarcar el rango de trabajo de este producto: de
90,0% a 110,0% (4,5mg/mL a 5,5mg/mL).

Procedimiento:

Seguir procedimiento detallado en 3.2.2
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Especificacion:

= EIl Porcentaje de Recuperacion debe estar entre 98,0 - 102,0%.

= Calcular el Porcentaje de Recuperacion por Nivel de Concentracion.

=  QGraficar la cantidad agregada vs cantidad recuperada.

= Calcular el Coeficiente de Variacion: (Especificacion: CV <2 %).

= Realizar el Test de igualdad de Varianza (Test de Cochran): Gexp < Gtabla (indica
que el factor concentracion no influye en la variabilidad de los resultados).

e Realizar el Test de Student: T exp < T tabla (indica que no existe diferencia
significativa entre la recuperacion media y el 100%.

3.3.4 PRECISION

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los resultados de
las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente a multiples
muestreos de una muestra homogénea.

3.3.4.1 PRECISION DEL SISTEMA

Preparacion de la Solucion Estandar de Referencia

Preparar una solucion estandar de referencia segtn el item 3.2.2
Inyectar 6 veces y calcular el coeficiente de variacion.

Especificacion: CV < del 2%

3.3.4.2 REPETIBILIDAD

Un primer analista debe realizar el analisis de contenido de Levocetirizina Diclorhidrato
del lote de Levocetirizina 5 mg/mL solucion.

Preparar 6 muestras, segtn el procedimiento analitico (item 3.2.2).

Especificacion: CV <del 2%

3.3.4.3 PRECISION INTERMEDIA

Otro dia, un segundo analista debe realizar el analisis de contenido de Levocetirizina
Diclorhidrato del mismo lote de la repetibilidad.

Preparar 6 muestras, segun el procedimiento analitico (item 3.2.2).

Comparar los analisis entre ambos analistas y calcular el coeficiente de variacion.
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Especificacion: CV <del 2%

3.3.5 LINEALIDAD
3.3.5.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Preparar por triplicado las muestras correspondientes a 5 concentraciones (80%, 90%,
100%, 110% y 120%) de Levocetirizina Diclorhidrato Estandar de Referencia.

Preparacion de la Soluciéon Estandar de Referencia

Preparar por triplicado cada concentracion, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar
exactamente lo indicado en la Tabla N° 03 de Levocetirizina Diclorhidrato Estandar de
Referencia, agregar 35 mL de Diluyente y llevar a un Bafio de Ultrasonido, con agitacion
constante, hasta disolucion total. Llevar a volumen con Diluyente y homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevar a volumen con Diluyente. Homogenizar

Tabla N° 03
Estandar de
Concentracion* Equivalente a mg/mL Levocetirizina
Diclorhidrato (mg)
80 % 4,0 mg/mL 20,00
90 % 4,5 mg/mL 22,50
100 % 5,0 mg/mL 25,00
110 % 5,5 mg/mL 27,50
120 % 6,0 mg/mL 30,00

* Las concentraciones se establecen para abarcar el rango de trabajo de este producto: de
90,0% a 110,0% (4,50 mg/mL a 5,50 mg/mL).

Procedimiento:
Seguir procedimiento detallado en 3.2.2
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Especificacion:

J Curva de calibracion: Si existen diferencias apreciables entre los valores
experimentales y los puntos de la recta, significa que la linealidad no es conforme.

. Recta de regresion: y=bx + a

° Coeficiente de correlacion: r> 0,995

. Coeficiente de determinacion : r2 > 0,990

. Anélisis de la varianza (test de Cochran): Gexp < Gtabla

. Test de Linealidad: El coeficiente de variacion de los factores de respuesta (f) <
5%.

Esquema N°2: Representa la curva de calibracion de la linealidad del sistema

Linealidad de Sistema

"""""""" e [ W] 1 !

S —,—— S ——

-y = 5E+07x + 105939

5500000 - R*=0.9989
; s | N2
5000000 -—
@ i —y =5E+07x + 225943
< R?=0.9972
4500000
segggnss | W3
y = SE+07x + 19251
4000000 R® = 0.9957
0.070 0.080 0.090 0.100 0.110 0.120 0.130 i
mg/mL

3.3.5.2 LINEALIDAD DEL METODO

Preparar por triplicado las muestras correspondientes a 5 concentraciones (80%, 90%,
100%, 110% y 120%) de Placebo enriquecido con principio activo.
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Preparacion de las Muestras:

Preparar por triplicado cada concentracion, en un matraz volumétrico de 50 mL, pesar
exactamente lo indicado en la Tabla N° 04 de Levocetirizina Diclorhidrato Estandar de
Referencia, agregar 35 mL de Diluyente y SmL de Placebo. Agitar por rotacion durante 30
segundos y llevar a volumen con Diluyente. Homogenizar.

Transferir volumétricamente 5 mL de la solucion anterior, a un matraz volumétrico de 25
mL y llevar a volumen con Diluyente. Homogenizar.

Tabla N° 04
Estandar de
Concentracion* Equivalente a mg/mL Levocetirizina
Diclorhidrato (mg)
80 % 4,0 mg/mL 20,00
90 % 4,5 mg/mL 22,50
100 % 5,0 mg/mL 25,00
110 % 5,5 mg/mL 27,50
120 % 6,0 mg/mL 30,0
. Las concentraciones se establecen para abarcar el rango de trabajo de este

producto: de 90,0% a 110,0% (4,5mg/mL a 5,5mg/mL).
Procedimiento:

Seguir procedimiento detallado en 3.2.2

Especificacion:

. Curva de calibracion: Si existen diferencias apreciables entre los valores
experimentales y los puntos de la recta, significa que la linealidad no es conforme.
Recta de regresion: y=bx + a

Coeficiente de correlacion: r> 0,995

Coeficiente de determinacion : r2 > 0,990

Anadlisis de la varianza (test de Cochran): Gexp < Gtabla

Test de Linealidad: El coeficiente de variacion de los factores de respuesta (f) <
5%.
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Esquema N°3: Representa la curva de calibracion de la linealidad del metodo

Linealidad de Método

6000000 et LI
¥ =5E+07x - 33153
5500000 R? = 0.9996
i |1 2
5000000
@ v = SE+D7x - 42741
< | R? = 0.9993
4500000 b——mme i
-y =5E+07x + 40155
3500000 -+ . : - . ,
0.070 0.080 0.090 0.100 0.110 0.120 0.120
mg/mL
3.3.6 ROBUSTEZ

La robustez de un método analitico, es la medida de la resistencia al cambio cuando se

introducen pequetias pero deliberadas variaciones en el procedimiento.

3.3.6.1. MUESTRA PROBLEMA CON 24 HORAS DE PREPARADA.

Realizar las lecturas de las 6 muestras de la repetibilidad por duplicado. Seguir

procedimiento detallado en 3.2.2
Especificacion: CV <3 %.

3.3.7 RANGO

El rango se define como el intervalo entre la concentracion superior e inferior de analito
para el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método

descrito.

Se toma como punto de partida las concentraciones establecidas en el presente protocolo

donde queda demostrado su correcta precision, exactitud y linealidad
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IV RESULTADOS

PRODUCTO: LEVOCETIRIZINA DICLORHIDRATO 5mg/mL SOLUCION GOTAS

LOTE: 10390425P

LINEA: CIFARMA

METODO DE ANALISIS: CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION

Tabla N° 05 : CATEGORIA: 1

PARAMETRO DE ESPECIFICACION RESULTADOS
VALIDACION
ADECUABILIDAD eAreaCV<a2% 0,53 %
* Tiempo de retencion <a 2 % 0,07 %
* Platos tedricos. Informativo Max. (3231) Min. (3169)
Max. (1,77) Min. (1,71
* Asimetria: Informativo ax. (1,77 Min. (1,71)
ESPECIFICIDAD * Interferencia no mayor a 2% 0,00 %
Fase movil * Interferencia no mayor a 2% 0,00 %
Diluyente * Interferencia no mayor a 2% 0,00%
Placebo » Resolucion de Levocetirizina 5,4
diclorhidrato y cualquier otro pico no
Muestra Problema debe ser menor a 1
DEGRADACION DEL
PLACEBO
* Interferencia no mayor a 2% 0.00 %
Degradacion térmica. ’
o * Interferencia no mayor a 2% 0,00 %
Degradacion acida.
5 . * Interferencia no mayor a 2% 0,00 %
Degradacion alcalina.
5 o * Interferencia no mayor a 2% 0,00 %
Degradacion oxidativa.
. 1 0
Interferencia no mayor a 2% 0.00 %

Degradacion Luz UV 254nm.
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DEGRADACION DE LA

MUESTRA PROBLEMA
Degradacién térmica. * Resolucion no menor a 1, porcentaje no 5,4 y No excede
debe exceder del 2%.
Degradacion 4cida. » Resolucién no menor a 1, porcentaje no 54y No excede
debe exceder del 2%.
i : 54y N d
Degradacion alcalina. » Resolucién no menor a 1, porcentaje no Y o excede
debe exceder del 2%.
Degradacion oxidativa. . . 5,4 y No excede
* Resolucion no menor a 1, porcentaje no
debe exceder del 2%.
Degradacion Luz UV 254nm. 5,4y No excede
* Resolucion no menor a 1, porcentaje no
debe exceder del 2%.
EXACTITUD * Porcentaje recuperado: 100,4 %
De 98 a 102% de lo
Declarado
*CVno>a2% 0,83 %
* Test de G de Cochran exp G exp (0,655) < G tabla
(0,870)
< G tablas
* Test de T de student exp T exp (1,144) <T tabla
(2,3060)
< T tablas
PRECISION * Sistema: CV < 2% 0,53 %
» Método:
- Repetibilidad: 0,19 %
RSD no >a 2%

- Intervalo de Confianza

- Precision intermedia:

CV entre 2 analistas

no>a22%

5,12 -5,14 mg/mL

0,47 %
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L. Sistema L. Método
LINEALIDAD Curva de Calibracion Conforme Conforme
sy=Dbx+a y =46375747x y=48812727x
-11837,1
+116410,7
* “r”: Minimo 0,995 0,998 1,000
« “r2’: Minimo 0,990 0,996 0,999
* Analisis de la Varianza
* Test de G de Cochran exp G exp (0,4559) <G Gexp (0,3764) <G
tabla (0,6830) tabla (0,683)
< G tablas
* Test de linealidad
C.V. F. Respuesta < 5% 0,5 % 1,0 %
T exp > T tablas texp (123,025) >t T exp (60,590) > T
tabla (2,160) tabla (2,160)
Limite de Confianza del 47955704 <b < 44722474 <b <
Intercepto no debe incluir al cero. 49669751 48029021
* Test de proporcionalidad
Limite de Confianza del 997659 <a< -53431,6 <a <
Intercepto debe incluir al cero. 76091,8 286253,0
T exp <T tablas T exp (0,2908) <T Texp (1,4805)<T
tabla (2,1600) tabla (2,1600)
ROBUSTEZ

Estabilidad a las 24 Horas

e Robustez CV <3%

1.88 %

RANGO

*  Cumplimiento de
exactitud y Precision

Linealidad,

80,0 % - 120,0 %
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4.1 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

TABLA N° 6: RESULTADOS PARA LEVOCETIRIZINA DICLORHIDRATO

: Rk e Factor Tiempo de Platos L
ST_ - Far:tor's’.{ : _ﬂrea. fAfea Ftel.efrciﬁn" Tedricos AS".nCt_r_m
ST,-1 0.102218 4841372 0.00000002 5.56 3231 1.730
8Ty-2 0102818 43829532 000000002 5.55 3203 1.770
5T,-3 0.102818 4838184 0.00000002 £.55 3205 1.710
5T4-4 0102318 4235389 0.00000002 .55 3171 1.760
&T,-5 0.102818 4225618 Q00000002 5.55 3176 1.740
5T,-6 0.1028218 4773824 0.00000002 5.55 3169 1.720
Promedio | 0.00000002 5.55 3193 1.738
- = - Desvest | 0.00000000 0.00 24 .64 0.02
it %ﬂ oV (%) 0.53% 0.07 %
‘Maximo - 5.56 3231 1.770
“Minimo -— 555 316% 1.710
4.2 ESPECIFICIDAD

TABLA N° 7: RESULTADOS PARA LEVOCETIRIZINA DICLORHIDRATO

Wmp(mg)

F st = Peso st * Factor dil st * Pot * Factor 5/B

100

41

ST Factor st RT _Area F St/ Area
ST;-1 0.101808 5.45min 4873720 | 0.00000002
5T,-2 0.101808 5.45min 4897196 | 0.00000002
5T;-3 0.101808 5.45min 4863104 | 0.00000002
ST,-4 0.101808 5.45min 4892602 | 0.00000002
ST;-5 0.101808 5.45min 4877212 | 0.00000002
ST,-1 0.101970 5.45min 4923554 | 0.00000002
ST-2 0.101970 5.45min 4918673 | 0.00000002

Promedio | 0.00000002

Fmp = Factor dil mp RSD % 0.40%




TABLA N° 8: RESULTADOS PARA PLACEBO, FASE MOVIL, DILUYENTE

[ Concentracidn | = Area prom*F MP*F st * Peso prom 6 PE

- Muestra ' (:::;! l.iFactc»r MP |  RT ; AI"QEI:S Promedio mg/mL % ﬁe:sulucion:
Fase Movil 50.000000 0 0 0 0.00 0.0 % 0.0 min
Diluyente 50.000000 0 0 0 0.00 0.0 % 0.0 min

Placebo ml 559861 | 44.653941 0 0 0 0.00 0.0 % 0.0 min
Placebo m2 5.62761 | 44.423832 0 0 0 0.00 0.0 % 0.0 min
MP ml
MP m2
Muestra * Resultados Observaciones
Fase Movil CONFORME =
Diluyente CONFORME 3
Placebo m1 CONFORME No hay interferencia
Placebo m2 CONFORME No hay interferencia
MP ml
MP m2
TABLA N° 9: RESULTADOS PARA MUESTRA PROBLEMA
[ Concentracion ] = Arca prom*F MP*F st * Peso proim & PE
Mues&a_' Bl Factor MP HT Areas Promedio | mg/ml | % Resolucion
{ma/e) : ; :
; Fase Mowil
Diluyente
Placebo m1
Placebe m2
MF ml 5.64245 44306994 S.46min 5023414 5025456 5024455 5.21 104.1911 % 5.41
MP m2 5.66743 44111705 5.45min 5013875 022628 5023752 5.15 102,7174 % 543
Muestra Resultados Ohservaciones
Fase Mowil =
Diluyente -
Placeba ml -
Placeba m2 5
MP ml CONFORME -
P m2 CONFORME T
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TABLA N° 10:

RESULTADOS PARA DEGRADACION DEL PLACEBO

e Muestra - | fes0 F&ctnr MP | ORI ' Areas Promedio mgme' : % | Resolicion
o malg) e
B Deg Térmicaml | 553334 | 45.175770 0 0 1 0.00 0.0000 %
Deg Térmica m2 557024 | 44.881370 ] 0 0 0.00 0.0000 %
DegAcidaml | 557149 | 44.871300 0 0 0 0.00 0.0000 %
Deghcidam2 | 560353 | 44.614734 0 0 0 0.00 0.0000 %
[eg Alcaling mil 5586584 | 44749617 a 4] a 0.00 0.0000 %
Deg Alcalinam2 | 562503 | 44.439467 0 0 0 0.00 0.0000 %
DegOvidativaml | 549295 | 45512885 0 0 0 0.00 0.0000 %
Deg Oxidativam? | 552457 | 45249114 0 0 0 0.00 0.0000 %
Deg LW ml 555387 | A5.013657 a i 0 0.00 0.0000 %
Deg UV m2 559145 | 44.707124 ] i 0 0.00 0.0000 %
Muestra Resultados Observaciones
Deg Térmica m1 CONFORME
Deg Térmica m2 CONFORME
Deg Acida mi CONFORME
Deg Acida m2 CONFORME
[eg Alcaling m1 CONFORME
Deg Alcaling m2 CONFORME
Deg Ovidativa m1 CONFORME
Deg Qyidativa m2 CONFORME
Deg UV m1 CONFORME
Deg UV m2 CONFORME
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TABLA N° 11: RESULTADOS PARA DEGRADACION DE LA
MUESTRA PROBLEMA
Muestra oo besiml m Areas Promedio | mg/ml | % | Resolscion
(mgfe) | i e ; i b o
DegTérmicaml | SG5AS50 | 44919594 | GS.45min | 4981025 | 4971360 | 4976193 5.d2 104,62 % £A43
DegTérmicam2 | 559019 | 44.721193 | S.45min 1963789 4951875 4957832 519 103,77 % 544
Deg Acida m1 558735 | 44.742329 | 5.45min a014484 5030320 5022402 526 10517 % 541
Deg Acida m2 5.61330 | 44537082 | S.45min nN24043 503077 5027385 5.24 104.79 % 344
Deg Alealina ml 5.55599 | 4499481 | S.45min 002390 4900014 a951202 5.21 108.27 % 543
Deg Alealinatd | 557623 | 44.833158 | 5.45min 4957636 | 4997308 | 4997472 5.24 104.86% 543
Deg Oidathvaml | 555499 | 45.004581 | 5.47min 4826541 4833145 4830045 5.09 10074 % 546
Deg Cidativam? | 558444 | 44767246 |  5.45min 4538203 4852601 4845902 5.18 10563 % 443
Deg UV m1 5.58129 | 44792517 | 5.45min 4597750 4950098 40993944 523 104,69 % 5.43
Deg UV m? 560627 | 44592929 | 5.45min 4554761 4950206 4972534 514 102,74 % 547
Muestra Resultados Observaciones
Dep Térmica m1 CONFORME
Dep Térmica m2 COMFORME
Dieg Acida ml CONFORME -
Deg Acida m2 CONFORME
Deg Alealing ml CONFORME
Deg Alcaling m2 CONFORME
Dep Oxidativa ml COMFORME
Dep Owidativa m2 COMFORME
Dep UV ml COMFORME
Deg UV m2 COMFORME
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4.3

EXACTITUD

TABLA N° 12: RESULTADOS PARA LEVOCETIRIZINA DICLORHIDRATO

ST | Factorst | Area | FSt/Area | | Muestra | St(mg) Areas o L e
ST-1| 0.101525 | 4908653 | 0.00000002 80% 19.96mg | 3906753 | 3901410 | 3810817 | 98.99%
ST-2| 0.101525 | 4915456 | 0.00000002 80% 20.10mg | 3949814 | 3934256 | 3948162 | 100.10% | 99.7%
ST-3| 0.101525 | 4896147 | 0.00000002 80% 19.98mg 3902587 3924224 3929090 100.05 %
ST-4| 0.101525 | 4928975 | 0.00000002 100% 2534mg | 5120742 | 5101245 | 5116702 | 102.93%
ST-5| 0.101525 | 4937386 | 0.00000002 100% 25.39mg 4993249 4996304 4598201 100.38 % 101.39%
STy1| 0.101606 | 4955247 | 0.00000002 100% 25.23mg 4963187 4582557 4994953 100.70 %
§T»-2| 0.101606 | 4949379 | 0.00000002 120% 29.58mg 5814475 5920450 5913644 100.67 %
Promedio | 0.00000002 120% 30.27mg | 5839365 | 5866230 | 5973669 | 99.32% | 100.2%
RSD % 0.41% 120% 30.30mg 5384939 5977817 5980356 100.70 %
Promedio | 1004% | 1004%
S L12% 0.83 %
RSD 112% 0.83%
TABLA N° 13: RESULTADOS PARA TEST DE STUDENT
Romngsia [ofioonn l Cantidad Agregada (mg] vs Cantidad recuperada [mg)
1396mg | 19.96 mg |
2010mg | 2032 mg | g‘ﬁma | 5 =
1958 mg | 20.19mg frn o RN |
2534 mg | 2634 mg ' E . | |
2539mg | 25.74mg 2 xme |
2523mg | 25.66my - ARARIRRNARERRTRNRANY
29.98 mg | 30.48 mg - Mmg Ilmg Mmg I6mg Bmg I0mg 32mg  34mg
30.27 mg | 30.36 mg E Cantidad recuperada (mg)
30.30mg | 30.82 mg
Conclusion : El recupero es lineal en cuanto a la concentracidn, es semejante al 100%
TEST DE STUDENT Espacificacion: ttabla .T?.\!'E'.'f.f.'.1 exparimental
ttabla: 2,306
1100 —xi = vn texperimental: 114442145
o Y C.V.
1.144 < 2306  CONFORME

45




TABLA N° 14: RESULTADOS PARA TEST DE COCHRAN

Especificaciom:

G tabla mayor al G experimental
5t (mg)

Frpta 5

Musestra ArEn prom
B0 19. 96mg 3BT2993 194037.74
BOrss 20L10mg 3ga4q0r 7 19622275 152527905
BO 19. 98mg 3918634 196127 81
100% 25.34mg 5112896 200177176
100 25.39mg 45995918 1967T67.15 T4Z4B6T7 .95
10 25.23mg 4980232 197393.28
120% 29.98mg 5916130 197337.88
1203 0. 27 5893111 1894684 87 | 2396808.03
120r%: 0. 30mg S981037 197393.97
Promedio 106E50.60
5 2195 7%
G g | 53‘-_:: : CW. 1.12%
s S +51 + 55
G tabla:  0.8709
G experimental ; ﬂ.-ﬁ-édli"
0547 < ﬂ' E_?Ef.'.—_l _ COMFORME

4.4 PRECISION

TABLA N° 15 : RESULTADOS PARA LEVOCETIRIZINA DICLORHIDRATO
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_ST_' : E:Favi:mr < e 5 _'A’rga & i i:;‘:;r
5T,;-1 0102818 AZA1ZTE (1 OO 2
5T,-2 0102818 4820532 CH OO0
3T;-3 0. 102818 4E381R4 L ODDOD002
5T, 0.102818 AB35389 0.0D0D00DO02
5T,-5 0. 102818 AB25518 L0002
5T,-6 0102818 AFFIR24 OO
Promedio | 900000002
= = =S - Deswvest X alunlnln nlele]
- “ovea | osaw
ChAAxImIO —
Minimo | —




TABLA N° 16: RESULTADOS PARA RETETIBILIDAD

Intervalo de Confianza:

51258  mg/mL

5.2097 mg/mL
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ST Fai‘.mr;st Area | FSt/Area Muestra | Factor MP- Areas Promedio mgme b
STi-1| 0.102818 | 4841372 | 0.00000002 556402 | 50.5030535| 4771343 4799235 4785289 5.14 102.87 %
ST=2| 0.102818 | 4829532 | 0.00000002 559089z | 50.2603342 | 4795423 4782415 4793919 5.13 102.56 %
ST:-3| 0.102818 | 4838184 | 0.00000002 553074z | 50.8069445 | 4729722 4740086 4734904 512 102.39 %
ST-4| 0.102818 | 4835389 | 0.00000002 5.54382g | 50.6870714 | 4749687 4763951 4756819 513 102,63 %
ST-5| 0.102818 | 4825618 | 0.00000002 5.57441g | 50.4089227 | 4806392 4787706 4757049 315 102.93 %
STyl 0.101525 | 4779854 | 0.00000002 550948 | 51.0029985 | 4770967 4688965 4725966 513 102.68 %
STy2| 0.101525 | 4747285 | 0.00000002 Promedio |  5.13 1027 %
Promedio | 0.00000002 [ Concentracion | = Area prom * Fst * Fmp < 0.01 020%
RSD% | 0.25% RSD | 019% | 019%
Intervalo de Confianza:
X= 5.1338 (promedio)
X¢/-ts fin ttabla=  2.571 (paran-1grado de libertad y a =0.05)
s=  0.0099 (desviacion estandar)
n= 6 {numero de muestra)
Intervalo de Confianza:  5.1234 mg/mL - 5.1441 mg/mlL
TABLA N° 17: RESULTADOS PARA PRECISION INTERMEDIA
~ 5T | Factor st Area F5t/farea Muestra | Factor MP Arpas Promedio | mgfml i
5Ty-1| 0.103020 | 5753348 | 0.00000002 5.562659 | 50.5151285| 5656273 5672584 5664431 512 102.38 %
5Th-2| 0.103020 | 5738144 | 0.00000002 5.55062g | 50.6249752 | 5713226 5681486 5687356 516 103.19 %
§T-3| 0.103020 | 5778806 | 0.000000D02 5.55026g | 506282589 | 5696735 | 5710521 | 5703628 5.17 103.31 %
50-4| 0.103020 | 5754443 | 0.00000002 555643z | 505720400 | 5764024 5734326 5749175 5.20 104.02 %
5T-5| 0.103020 | 5757653 | 0.00000002 5.5564%7g | 50.5671256 | 5682351 5671513 5676932 514 10271 %
5T-1| 0.102050 | 5711328 | 000000002 555093 | 50.6771480 | 5767908 | 5778126 | 5770517 5.23 104.51 %
5T2| 0.102050 | 5709204 | 0.00000002 - Promedio 5.17 1034 %
Promedio | 0.00000002 | Concentracian | = Area prom * Fst *Fmp < 0,04 % 0,80 %
R&D % 0.22% R50 0.77% 0.77%
Intervalo de Confianza:
X= 51677 (promedio) EEEEED e Analisa 513 |mefml
ttabla=  2.571 ({paran-1 grado de libertad y o =0.05) 2do Analista 517 |mg/mL
5=  0.0400 {desviacidn estandar) * Promedio .15 mgfml
n= B (numero de muestra) " RSD 0.47%




4.5 LINEALIDAD

TABLA N° 18: RESULTADOS PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA

y= bx+a
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mgfmb e . : .Area. = . . : Facto'r_
L1 | Peso {mg) : Areas de Levacetirizing diclorhidrato promedio R yi Sxiyi o | Respuesta |
: : i i : yi SRy
Capw ] 2oz 0.0809 3863366 3898844 1860202 3874137 0.007 1.501E+13 3133433 | 47899344.9
©oah 22,63 0.0914 4318522 4344925 4344383 4336079 0.008 1.880E413 3064269 ATAZTL09.3
: 100'.16 : 25.15 0.1016 4776255 4764919 4778075 4773097 0.010 2.278E113 4819753 AGSTE523.7
CATE 27.60 0.1115 5253355 5253404 5245239 5262999 0012 27T0E113 SEEBASS 47200094.5
" 120% 30,37 01227 SEFTTT1 5779492 5776321 5811195 0.015 3.377E+13 713003 .4 47363007.0
R 0.508 3 24057507 0.053 1.181E+14 24945943 | 236866579
i i el . - ; ; '..A.rc:l- : : Factor :
LM2Z | Peso (mg) Areas de Levocetirizina diclorhidrato. _Pf’omed'ﬂ it yi : - iyl Respuesta
i xi : yi AT yifxi
- BO% 20.10 00812 3544855 1803102 3BRGIGIE EERIILED 0.007 1.498E+13 3143027 A7664298.1
Copse 2250 0.0909 4333701 4155313 4796416 A274977 0.008 1.8280+13 388595.4 47029446.3
- i0o% - 25.24 0.1020 4915563 4917660 4921515 4518345 0.010 2.4180+13 501521.8 48233453.9
110K 7,79 0.1123 5283082 5273943 SI816E5 5279565 0.013 2 7ETE+13 5927452 | 470249407
| 120% 30.37 0.1227 5790090 SETS04E SHIOEE] SEIS006 0.ms 3 405E+13 7159249 47557073.9
pRhEE 0.509 i T 29178425 0.053 1.194E+14 2513085.% | 237509213
i i 2 mglme i : i : B IR : ] z Fa:‘:‘l_or
LM3 | Peso (mg) - |‘Areas de Levocetirizina diclorhidrato | promedia | 42 vt oxiyi o | Respuesta
i Bleal L i o | i
R 20.11 0.0812 3993812 3945137 3975644 BT8GR 0.007 1.578E+13 322694.4 ASE88263.0
- tim 2254 0.0811 4326542 4287417 4340410 4318126 0.008 1.865E+13 3932155 | 474198345
1[?0% 2518 0.1017 4835587 4830253 4538511 Ad3B250 n.o1n 2.339E+13 4919782 ATS4136E. 8
1108 27.59 0.1115 5288632 5267394 5206007 5287344 0.012 2.796E+13 LHA3AE.A A7435614.3
12060 30,323 0.1225 5886297 5802977 5794755 5828010 0.015 3.397E+13 7141247 ATSB26YE.7
Bl 0.508 o 3 24241628 0.053 1.197F+14 2511359.2 238847 78D
¥ J 1525 | 1 F24T7T560 0 3.572FE+14 7519043 TA3E+D8
Promedio S01270 4750407
Varianza 2.125E+10 2.4BL+11
a=3y-byx DS, 145784 497049
n Bk =
- B0% | 649525.46 472E+11
Ty - Iy : m 227668.23 5.18E+10
b= . n . - 100% 629537.57 3O6E+11
m 1% | 20807489 4.25F410
n 120% 113703.10 1.25E+10
XY - TXSy Coefic?ente de mrelati.én ‘,r,l ; 0.998234
= o r| ; Coeficiente de determinacion { r*) 0.996471
\_j_[ EX.Z. S(F)2 ][5y - (5y)2 ] Pendiente (b)) A6375747
n n Intercepto (a) 116410.7
Ecuacion de la recta y= 46375747 x + ( 116410.7)




TABLA N° 19: RESULTADOS PARA LINEALIDAD DEL METODO

mé/mL ' - gl - : - e Factor
LM1 | Peso (mg) Areas de Levocetirizina diclorhidrato| promedio i yi  Xiyi Respuesta
i xi e e el yi - ' - {f)yifxi
. 80% 19.96 0.0206 3504484 3892902 3912502 3903459 0.007 1.524F+13 3147687 | 48406854.2
0% 22.61 0.0913 4470563 4467665 4461R18 4466682 0.008 1.995E+13 408006.4 | 488093523
100% | 2534 0.1024 5008169 5000694 4954464 4987776 0.010 2.48BE+13 510616.6 | 48721307.7
110% | 2773 0.1120 5436350 5447405 5459394 5447716 0.013 2.968E+13 6103033 | 486276465
0% | 20098 0.1211 5903262 5901632 5805827 5903640 0.015 3,485E+13 7150442 | 487423087
3 0.508 ; Tl 24709274 0.053 12466414 | 2558739.2 | 243397659
i _ mg',"mL" 5 = Area_ 2 - Factor
LM2 | Peso (mg) Areas de Levocetirizina diclorhidrato | promedio Xi yi xiyi | Respuesta
e S - 1 el b ] e
0% 20.10 0.0812 3940179 3954114 3950297 3948197 0.007 1.5590+13 3206094 | 48620716.5
S a0% | 2253 0.0910 4460730 4487569 4477061 4473470 0.008 2.001E+13 4071806 | 49147561.2
100% | 2539 0.1026 4949633 4952515 4963535 4955278 0.011 2.455E413 508290.6 | 483085419
- 110% 27.61 0.1115 5435052 5438936 5437911 5437300 0.012 2956E+13 | 6065003 | 48745608.6
120% | 3027 0.1223 5950014 5046097 5948546 5948519 0.015 3.538E+13 727449.1 | 48642408.1
7 0.509 ¥ _ ! | 24762763 0.053 1251E+14 | 2570030.0 | 243464836
ot e Al R R e e e e e pa U ] el o R -Factor:
M3 | Peso (img) |- mg‘fr_n'" Areas de Levocetirizin diclorhidrato| promedio | 2 | 2 | iyl | Respuesta
e
BO%.| 19.98 0.0807 3927307 3917013 3922649 3922323 0.007 1.538E+13 316606.8 | Asse2193.7
0% 2261 0.0913 4457899 4471578 2475652 4468376 0.008 1.997E+13 4081612 | 489179012
2523 0.1019 4944256 4344009 4954767 4947676 0.010 2.A48E+13 5043126 | 485403169
27.47 0.1110 5387362 538R036 5332196 5385865 0.012 2.901E+13 5977168 | 485305722
3030 0.1224 59RELTY 5990350 5000717 5993549 0.015 3.592E+13 7336823 | 48962100.7
ndiasiERE 0507 : i Sl aay177aR 0.053 1708E+14 | 2560479.5 | 243543085
] 15 | 7 o 74189835 ) 3.745C+14 | 7680249 | 7.3041E+08
Promedio 512617 4,8594F+07
Varianza 2 208E+10 4.8553E+10
a= Fy-b¥x SEpY 148587 220348
= Er e
mow | 11605147 | 134708410
. m 13826029 | 1.9116E+10
B = o 100% - 205902.95 | 4.2Z809E+10
EKQ A 15_,(12 oA | 10768716 | 1.1597E41D
n S opmes | 163539.20 | 2.6745E+10
Coeficiente de corelacion (r ) 0.999571
o 2Xy - E?{ ’ Coeficiente de determinacion ( r’] 0.999142
\][Exz ‘@2] [ EYz —ﬁ_‘ﬂz ] Pendiente ( b ) 48812727
" n Intercepto (a) -11837.1
Ecuacion de la recta y= 48812727 x + ( -11837.1)
y=bx+a
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4.6

TABLA N°20 RESULTADOS

ROBUSTEZ

PARA LEVOCETIRIZINA DICLORHIDRATO

ST | Factor st Area Fst/ Area Muestra Factor MP Areas Promedio g/ mL b
5T-1| 0098778 | 4889456 | 0.00000002 5.56402g | 505030535 4850652 4844739 4847656 4.97 99.5%
5Ty-2| 0098778 | 4888158 | 0.00000002 5.50908%z | 50.2603342 ( 4836804 4846486 4841645 4,94 98.9 %
5T-3| 0098778 | 4884770 | 0.00000002 5.533074g | 508063445 | 4835438 4807803 4823146 4,98 99.6%
5Tp-4| 0098778 | 4903150 | 0.00000002 554382 | 50.6870714 | 4805223 4825708 4315466 4.96 99.2%
5T-5| (0098778 | 4904358 | 0.00000002 557441g | 50.4085222 | 4875843 4874242 4375043 4.99 99.9%
5T-1| 0101525 | 4510296 | 0.00000002 550948 | 5100259985 4906305 4884553 4855631 5.07 1015%
5T-2| 0101525 | 491%841 | 0.00000002 Promedio 499 99.7 %

Promedia | 0.00000002 [ Concentracion | = Area prom * Fst ® Fmp 5 0.05 0.9%
R5D % 1.15% RSD 0.91% 0.91%
Intervalo de Confianza:
X= 49873 (promedio) Xt/-ts i ler Analista 513 |mg/mL
ttabla=  2.571 (para n-1 grado de libertad y a =0.05) 2do Analista 517 |mg/mlL
s= 0.0454 (desviacion estandar) Estabilidad a 24horas 499 |mg/mlL
ns B (numero de muestra) Promedio 510 |mg/ml

Intervalo de Confianza:

4.7

TABLA N° 21: RESULTADOS

48357  mg/mL

RANGO

5.0350 mg/mL

RSD 1.88%

PARA LEVOCETIRIZINA DICLORHIDRATO

— e e — =

PARAMETRO RANGO RESULTADO
Exactitud 80,0% - 120,0% Cumple
Linealidad del Sistema 80,0% - 120,0% Cumple
;Iidad del Método B0,0% - 120,0% Cumple
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V  DISCUSION

Se calculo el coeficiente de variacion de las lecturas realizadas, para las areas del
cromatograma del activo levocetirizina clorhidrato y con una especificacion CV < 2 %,
obteniéndose como resultado. Area de Levocetirizina diclorhidrato Resultado: 0,53 %
Tiempo de retencion Resultado: 0,07 % Conforme (Tabla N° 6)

El Porcentaje de Interferencia para la especificidad es menor del 2%. Y en la muestra 5 la
resolucion entre el pico principal y el pico més cercano no es menor a 1. Para la Muestra
N° 01 - % de Interferencia de la Fase Movil: 0,00 %, Muestra N° 02 - % de Interferencia
del Diluyente: 0,00 %, Muestra N° 03 - % de Interferencia del Placebo: 0,00 %, Muestra
N°05, Muestra Problema (Producto Terminado): La resoluciéon de Levocetirizina
Diclorhidrato con el pico mas proximo dio 5,4. Conforme (Tabla N°8 Y N°9)

Tambien podemos observar que el porcentaje de interferencia de placebo es menor al 2%;
para Degradacion térmica: 0,00 %, Degradacion acida: 0,00 %, Degradacion alcalina:
0,00 %., Degradacion oxidativa: 0,00 %. Degradacion luz UV 254 nm: 0,00%, Conforme
(Tabla N°10 ). Comparando con su especificacion el Porcentaje no debe exceder el 2%,
encontrado en la muestra 5 de la especificidad. La resolucion del Levocetirizina
Diclorhidrato con cualquier otro pico no debe ser menor a 1.

En los resultados de las muestras degradadas podemos notar que la Degradacion térmica
No excede La resolucion con el pico mas cercano 5,40. Degradacion acida: No excede, la
muestra se degrada hasta un 5% por hidrolisis 4cida. La resolucién con el pico mas
cercano 5,4. Degradacion alcalina: No excede. La resolucion con el pico mas cercano 5,4.
Degradacion oxidativa: No excede. La resoluciéon con el pico mds cercano 5.4.
Degradacion luz UV 254 nm: No excede. La resolucion con el pico mas cercano 5,4.
Conforme (Tabla N°11)

Mientras que para exactitud podemos observar que el porcentaje en la Especificacion es
de 98 a 102 % hecho que podemos constatar en el resultado 100,4 %, El porcentaje de
recuperacion para el Nivel 80 % nos resultd 99,7 %, para el Nivel 100 % fue de 101,3%
y para el Nivel 120 %: 100,2 %, con una constante de variabilidad CV = 0,83 %
Conforme (Tabla N°12)

Del mismo modo para el Test de Student la Especificacion nos dice que t exp tiene que ser
menor que t tabla. En el estudio encontramos que t exp (1,144) menor que t tabla (2,306)
y por lo tanto se dice que no existe diferencia significativa entre la Recuperacion media y
100, por lo que la exactitud es correcta, Conforme ( Tabla N°13 )
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También podemos observar que para el Test de Cochran la especificacion G exp debe ser
menor que G tabla, por lo tanto encontramos que G exp (0,655) en menor que G tabla
(0,8709). Con ello confirmamos que el factor concentracion no influye en la variabilidad
de los resultados Conforme (Tabla N°14).

Para precision del sistema  observamos que la Desviacion Estandar  Relativa,
la Especificacion: CV debe ser menor al 2 %, en el estudio este fue de 0,53 %
Conforme (Tabla N°15)

Para precision del método tanto repetibilidad como precision intermedia debe ser menor
al 2%, como resultado se obtuvo 0,19 % y 0,47 % respectivamente. Conforme (Tabla
N° 16), para repetibilidad y (Tabla N° 17) para precision Intermedia.

En la linealidad del sistema podemos observar una ecuacion de la recta para
Levocetirizina Diclorhidrato y=46375747 x + 116410,7 donde el coeficiente de
correlacién es 0,996, comparado con la especificacion, estd dentro de los valores
aceptables ya que esta nos dice que el minimo aceptable es 0,990.(Tabla N° 18)

También podemos observar que aplicando las mismas tablas de distribucion con los
mismos estadisticos de prueba la linealidad de método nos arroja resultados similares a
los obtenidos en la linealidad de sistema 0, 991 (Tabla N°19).

Con esto podemos estar seguros que tanto nuestro método como nuestro sistema nos
cumplen que las lecturas de areas integradas en el hplc dependen a la concentracion del
activo Levocetirizina Diclorhidrato empleado en la muestra.

También  podemos observar larobustez de  nuestro método al Calcular
elcoeficiente de variacion de las respuestas obtenidas a las 24 horas de haber concluido
el ensayo del mismo analista observando nuestro resultado 1,88% menor a la
especificacion 3%.(Tabla N°20)

También podemos observar la conformidad del rango de nuestro método mediante las
pruebas ya mencionadas, Exactitud, Linealidad y Precision se establece el siguiente rango
para la técnica 80,0 % a 120,0 % que equivale a 4,0mg/mL — 6,0mg/mL de Solucion
(Tabla N°21)
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VI CONCLUSIONES

1. El nuevo método analitico desarrollado para la cuantificacion de Levocetirizina
Diclorhidrato solucion oral gotas por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
cumple con los parametros de desempefio de la validacion, establecido por la USP para el

uso especifico previsto demostrando confiabilidad de los resultados.

2. Los resultados de la validacion para Adecuabilidad, Especificidad, Exactitud,
Precision, Linealidad y Robustez del método de cuantificacion de levocetirizina Smg/mL

cumplen las especificaciones propuestas para validar el método analitico.
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VII RECOMENDACIONES:

1. Con respecto a la validacion del método analitico y su adecuada documentacion, se
recomienda el uso de este formato, el cual contempla de forma detallada su desarrollo,
como lo establecen las normas de Buenas Practicas de Laboratorio, desde el
establecimiento de objetivos, hasta la elaboracion del informe técnico, el mismo que

presenta en forma concisa, los resultados.

2. Para evitar contaminacion cruzada, el analista no debe estar expuesto antes ni
durante el tiempo de analisis a esmalte de ufias, cremas humectantes,colonias o perfumes
ni a otras sustancias derivadas del petroleo como disolventes o combustibles. Ademas se
recomienda no fumar durante este tiempo ni exponerse a fuentes de contaminacion de

material organico.

3. Las disoluciones de analito concentrado deben almacenarse por debajo de los 4°C
y protegidas de la accion de la luz solar recubriendo con papel de aluminio, esto para

garantizar la estabilidad de dichas disoluciones.

4. Se debe considerar la validacion de métodos analiticos a ser aplicados en las
labores de analisis; asi estos esten contemplados en las farmacopeas oficiales, ya que las
condiciones analiticas no son las mismas que aquellas con las que fueron desarrolladas,
ademads de ser una buena disposicion de la autoridad sanitaria DIGEMID, (Capitulo V del
Manual de BPM de productos farmacéuticos) quien controla el cumplimiento de este

punto.
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