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RESUMEN

La validacién de los métodos analiticos es el proceso por el que se evaluan
caracteristicas de desempefio que permitan comprobar si el procedimiento
propuesto cumple con los requisitos establecidos (USP 43-NF 38, 2020). Su
importancia radica en la garantia que el método desarrollado es capaz de generar
resultados confiables segin las condiciones que posea el laboratorio analitico
(Ahumada et al., 2023).

Para los principios activos presentes en los productos finales se debe establecer una
metodologia reproducible para su cuantificacion. Para el caso del Donepezilo, el
método fue tomado a partir de la monografia del principio activo presente en la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) y se realizaron cambios pertinentes para
su adecuabilidad a las condiciones del laboratorio en el que se analiza el producto
final.

Esta molécula es importante debido a su implementacion al catalogo de productos

de la empresa fabricante.

El trabajo que se presenta a continuacion permitid desarrollar y validar un método
analitico para la cuantificacion de Donepezilo en tabletas de 10 mg. A partir de los
resultados obtenidos se puede determinar que se cumplié con los objetivos
planteados para la investigacion. Los resultados se evalGan desde la adecuabilidad
hasta los limites de cuantificacion y deteccion, siendo en total 9 parametros con sus

respectivos criterios de aceptacion a partir de un analisis estadistico



I.  INTRODUCCION

El desarrollo del producto farmacéutico (Donepezilo 10 mg tabletas) del laboratorio
donde se efectuara el trabajo de investigacion, requiere de diferentes procesos para
su produccion y comercializacion. Para esto, el area analitica se encarga del
desarrollo y validacion del método analitico que brinde resultados confiables que

se encuentren dentro de los parametros establecidos.

La validacion es el proceso por el cual, se utilizan la experimentacion dentro del
laboratorio para evaluar las caracteristicas del método y si este cumple con los
requisitos establecidos (USP 43-NF 38, 2020). Esto es importante ya que garantiza
que el procedimiento desarrollado es capaz de generar resultados confiables segun

las condiciones que posea el laboratorio analitico (Ahumada et al., 2023).

El proceso de validacion de un método debe coincidir con lo solicitado en el
Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA). En este, se presentan
caracteristicas a evaluar para conocer si el método que se desarrolla debe ser
validado. Ademas, se afiade informacion complementaria para la presentacion de la
validacion; desde la documentacion, hasta los parametros que deben aceptarse
(RTCA 11.03.39:06, 2006). Se utilizan como guias las farmacopeas, principalmente
la de Estados Unidos, el RTCA y el manual de procedimientos para el desarrollo

del método.

El propédsito fundamental de este trabajo es validar el método analitico para la
cuantificacion Donepezilo 10 mg en tabletas por medio de cromatografia liquida de
alta resolucion. Su importancia radica en la adecuacion del metodo para su analisis
en las instalaciones de control de calidad para su cuantificacién rutinaria de forma

eficaz.



Il. MARCO CONCEPTUAL

A. Antecedentes del problema

El Donepezilo es una molécula investigada por méas de 15 afios para el tratamiento de la
demencia y el Alzheimer. Su desarrollo fue ejecutado por el Dr. Sugimoto, con apoyo de
la empresa Eisai en Tokio Japon desde el afio 1983. En el momento, se sugirié que la
acetilcolina, un neurotransmisor, se encontraba relacionado con el descenso de las
funciones de memoria en pacientes con Alzheimer. Posteriormente, se descubrié un
compuesto que inhibia la actividad de la acetilcolinesterasa, el cual, es una enzima que se
encarga de catalizar la hidrdlisis de la acetilcolina. Finalmente, en el afio 1997 se lanzé el

medicamento en Estados Unidos con el nombre comercial Aricept (Sugimoto, 1998).

En el 2009, Barot y Patel implementaron un método para la cuantificacion de Donepezilo
Clorhidrato por medio de cromatografia liquida. El procedimiento incluia una columna
Inertsil C8-3, 25 cm x 4.6 mm, 5  en el modo isocréatico. Se utilizé como fase movil una
proporcion de buffer:metanol:trietilamina (550:450:5) v/v, con ajuste de pH con &cido
ortofosférico a 2.5 y un flujo de 1.0 mL/min. EI método fue analizado a 271 nmy con un
detector de matriz de fotodiodos. La metodologia fue validada por medio de la
determinacion de la sensibilidad, exactitud y precision. Se concluy6 que el método es

aplicable para una rutina de control de calidad para Donepezilo HCI en tabletas.

Posteriormente, en el 2013, se desarroll6 otro método para la cuantificacion de Donepezilo
Clorhidrato en tabletas por medio de una fase reversa en HPLC. El procedimiento requirié
de una columna de fase reversa C-18 con deteccion UV en 268 nm. Su fase mavil consistié
en buffer fosfato (0.01M), metanol y acetonitrilo (50:30:20) v/v y con ajuste de pH de 2.7
con &cido fosférico. EI método propuesto es aprobado para realizar los ensayos de

Donepezilo en tabletas (Liew et al., 2013).



Actualmente, en las farmacopeas, se encuentra una metodologia validada para la
cuantificacion de Donepezilo 10 mg en tabletas. Sin embargo, estas pueden llegar a ser
modificadas en casos en los que no se obtengan los resultados esperados; en caso que esto

llegase a suceder, la metodologia propuesta debe ser justificada y validada.

. Justificacion
Debido a la incorporacion de un nuevo producto en el catalogo de medicamentos del

laboratorio, se ha solicitado al departamento de investigacion y desarrollo la formulacién
de tabletas de Donepezilo 10 mg. Para su analisis, el area analitica del departamento sera
la responsable del ensayo para la cuantificacion del principio activo segun la informacién
brindada por farmacopeas aprobadas. De ser necesario, se tomara en consideracion el
desarrollo y validacién de un método que brinde resultados confiables y reproducibles.

Para esto, se utilizard como guia la Farmacopea de los Estados Unidos (USP - por sus siglas
en inglés), el cual, presenta como método de cuantificacion el analisis por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC — por sus siglas en inglés). La monografia
presentada en la farmacopea establece los preparados de las soluciones a elaborar, ademas

de las condiciones en las que debe configurarse el equipo para brindar los datos necesarios.

La informacion recolectada a partir de la experimentacion permitira establecer un método
que proporcione datos especificos para el Donepezilo 10 mg en tabletas de forma eficaz. A
largo plazo, esta metodologia seré transferida al area de control de calidad para el analisis

del producto terminado, una vez fabricado en el area de produccion.

Implementar la metodologia es crucial para la empresa, ya que debe ser especifica para el
producto a analizar, considerando los cambios necesarios para la obtencion de resultados
de calidad. Ademas, la estandarizacion del método permitira evitar errores y garantizar la

reproducibilidad de los datos, independientemente del encargado de realizar el anélisis.



C. Planteamiento del problema

¢Cumple el método analitico que se propone para la cuantificacion de Donepezilo en
tabletas de 10 mg, con los parametros de validacion establecidos por la farmacopea de los
Estados Unidos USP 46 NF y el Reglamento Técnico Centroamericano?

D. Alcances y limitantes

1. Alcance
A partir del estudio se pretende desarrollar y validar un método analitico que permita
cuantificar la concentracion de Donepezilo en tabletas de 10 mg por medio de una
cromatografia liquida de alta resolucion. Para esto, se evaluaran los pardmetros provistos
por la documentacion oficial del Laboratorio basados en la USP y el RTCA como lo son:
la aptitud del sistema, especificidad, linealidad del sistema, linealidad del método,
exactitud, precision y el limite de identificacion y cuantificacion.

2. Limitantes
Los resultados obtenidos serén validos Unicamente para tabletas de 10 mg de Donepezilo

fabricados por el laboratorio a cargo.



I1l. MARCO TEORICO
A. Validacion de métodos analiticos

1. Principios de la validacion

La validacion de un procedimiento analitico es un proceso que, por medio de estudios de
laboratorio, se evallan caracteristicas de desempefio para comprobar si se cumple con los
requisitos establecidos (USP 43-NF 38, 2020). Para la validacion de un método de analisis
se debe de considerar que estos deben estar correctamente documentadas segln las Buenas
Practicas de Documentacion y sustentadas experimentalmente para garantizar que el
desempefio es el adecuado (Franco, 2002). Para conocer los procedimientos que son objeto

de validacion, se debe clasificar el analisis entre las cuatro categorias establecidas.

La primera abarca las pruebas cuantitativas de contenido del (los) principio(s) activo(s) en
la muestra que se analiza. La segunda determina el contenido de impureza o los limites de
estos; pueden llegar a ser cuantitativas o cualitativas. La tercera categoria se clasifica como
las pruebas fisicoquimicas de desempefio como lo son las pruebas de disolucion. Por
altimo, la cuarta es la prueba de identificacion del analito en la muestra obtenida, la cual,
se compara con un estandar de referencia a través de métodos cromatogréaficos, de
reactividad quimica o pruebas microcristalinas. Ademas, se consideran las pruebas
microbioldgicas para asegurar la calidad del medicamento y que cumpla con los parametros

de este (Committee for Medicinal Products for Human Use, 2023).

Debido a que todos los detalles deben ser documentados, se toma en cuenta que los estudios
deben proveer suficiente informacion acerca del procedimiento y los objetivos de esto. A
partir de esto, se elabora un protocolo que contenga: el propdsito del analisis, las
caracteristicas de desempefio a validar y los criterios asociados. Por ultimo, los resultados

deben ser resumidos en un informe de validacion (World Health Organization, 2018).



2. Documentacion pertinente para validaciones

Estos documentos deben ser evaluados por la Autoridad Reguladora y para esto se debe de

contar con:

a. Descripcion detallada del procedimiento analitico.

b. Descripcién de parametros de desempefio que fueron evaluados
c. Analisis estadistico para verificacion de pardmetros

d. Resumen de resultados instrumentales

e. Resumen de resultados de validacion

f. Conclusiones

Se debe de tener toda la documentacion en orden y tener una verificacion completa de los
resultados obtenidos para evitar que esta documentacion sea rechazada (Committee for
Medicinal Products for Human Use, 2023).

3. Lavalidacion durante el ciclo de vida de un procedimiento analitico

Durante el periodo de utilidad de la documentacidn obtenida se puede considerar realizar
cambios por diferentes motivos. Depende de cdmo estos afectan a los resultados, se debe
de realizar una revalidacion parcial o total, justificando a detalle los cambios que se realizan
(UNODC, 2010).

Existe otro concepto importante que debe tomarse en cuenta, el cual es el rango reportable;
esta deriva desde la especificacion y el objetivo que se tiene para el analisis. Se tiene una
confirmacion del rango por medio de una demostracion experimental analitica al presentar

resultados exactos, precisos y aceptables (CIPAM, 2005).

4. Parametros a determinar
Las metodologias analiticas que se determinan deben de aprobar diferentes parametros que

confirman el desempefio de estos. Se consideran los siguientes: especificidad, rango,

exactitud, precision, limite de deteccidn y cuantificacion, linealidad, y robustez.

La especificidad de un método analitico se demuestra por medio de la ausencia de
interferencia o comparando los resultados con un procedimiento ortogonal. En algunos
casos, este parametro se encuentra dada por principios cientificos subyacentes del

procedimiento.



Ademas de la especificidad, también puede ser evaluada la selectividad en casos que el
procedimiento analitico no sea especifico. Los datos que se utilizan para esta evaluacion
son: la identificacion, ensayo, pureza e impurezas (Committee for Medicinal Products for
Human Use, 2023).

El rango es un intervalo entre el menor y el mayor resultado en el que el procedimiento
posee un nivel adecuado de respuesta, exactitud y precision. Este puede ser validado desde
la evaluacion directa de resultados obtenidos utilizando un modelo de calibracién segun los
requerimientos. Los resultados que se evalian normalmente son las concentraciones de la
muestra o los niveles de pureza presentes en el instrumento que se utiliza (Committee for
Medicinal Products for Human Use, 2023).

Exactitud y precision pueden ser evaluados de forma individual considerando los criterios
de aceptacion predefinidos, aunque también pueden serlo de forma combinada. La
exactitud puede ser establecida a partir del rango reportable del método analitico que se
evalla. Sin embargo, se tiene material de comparacion, estudio de picos, procedimiento
ortogonal u otras comparaciones que permiten definir la exactitud (Committee for
Medicinal Products for Human Use, 2023).

Por otro lado, los limites de deteccién se definen como la cantidad minima que se requiere
del analito para que pueda ser detectado en la muestra. En cambio, el limite de
cuantificacion determina la cantidad minima de analito en relacion a la cantidad absoluta o
concentracion en la que se obtiene una respuesta medible (Committee for Medicinal
Products for Human Use, 2023).

La linealidad del método es la capacidad tanto del sistema como del método para
proporcionar resultados directamente proporcionales a la concentraciéon del analito. La
diferencia entre estos es que para el sistema se evalUa si este permite tener una lectura
confiable del principio activo. En cambio, la del método evalia la capacidad de
cuantificacién de la muestra especificamente (Committee for Medicinal Products for
Human Use, 2023).



Cuadro No. 1

Parametros de desempefio de los procedimientos analiticos fisico-quimicos y potencia

microbiologica

. . , Categoria .
Categoria de Categoria | Categoria Il l[gl Categoria IV
prucba Prueba de Prueba de -
Pari Principio(s) limite limite Fisico
Parametro : § o o quimico | Identificacion
de activo(s) Cuantitativa | Cualitativa d -
- esempeilo

desempeiio
Exactitud SI SI * * NO
Precision SI Sl NO Sl NO
Especificidad SI SI SI * SI
Limite de Deteccion NO NO SI * NO
Limite de NO SI NO * NO
Cuantificacion
Linealidad SI S1 NO * NO
Intervalo SI SI * * NO

(RTCA 11.03.39:06, 2006)

. Cromatografia liquida de alta resolucion

Principio de la cromatografia

El principio de la cromatografia tiene sus raices en la historia desde 1906, cuando se emple6
para separar pigmentos de extractos vegetales segun su capacidad de filtracion a través de
una columna rellena de un sélido poroso. Posteriormente se definié como el método fisico
de separacion en el cual los componentes se distribuyen entre dos fases: una fase maévil que

fluye a través o a lo largo de la fase estacionaria (Skoog et al., 2015).

Este proceso implica que los componentes de una mezcla en fase movil se desplazan a
través de una fase estacionaria. La efectividad de la separacidon depende crucialmente de la
seleccion adecuada de ambas fases. Las sustancias que tienen menor afinidad con la fase
movil se mueven mas lentamente, mientras que las mas afines a esta se desplazan méas

rapidamente a través de la fase estacionaria (Passaro et al., 2016).

La cromatografia es ampliamente utilizada en areas como biologia, quimica y bioquimica,
entre otras disciplinas. En la industria, se aplica para el analisis de compuestos organicos
en sectores tan diversos como agroquimicos y productos farmacéuticos. En este Gltimo
campo, la cromatografia se emplea para el control de calidad de materias primas, procesos
y productos terminados, asegurando la ausencia de contaminantes y la correcta

concentracion del principio activo (Sgariglia et al., 2010).
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La clasificacion de la cromatografia se basa en diversos criterios, siendo el mas
fundamental el estado fisico de la fase movil, que puede ser gaseoso o liquido. La
cromatografia de gases requiere que tanto la fase mévil como la mezcla a separar estén en
estado gaseoso, implicando a menudo un proceso de volatilizacion del analito. En contraste,
la cromatografia liquida es mas comun debido a su versatilidad y simplicidad (Skoog et al.,
2015).

La fase estacionaria puede ser solida o liquida segun las propiedades requeridas. Las fases
estacionarias solidas porosas son preferidas por su capacidad para tener una mayor
movilidad a la fase mévil. En cambio, si se utilizase una fase estacionaria liquida, aunque

sean inmiscibles entre si, podria haber trazas de esta en la fase mévil (Skoog et al., 2015).

Cromatografia liguida (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion o HPLC (por sus siglas en inglés) posee como
fase mavil un disolvente liquido que contiene a la muestra como una mezcla de solutos. Su
clasificacion se basa en la forma de separacion o segun el tipo de fase estacionaria que se
utilice. La primera es la liquido-liquido (particién), la segunda liquida-sélido (adsorcion),
latercera de intercambio idnico, la cuarta seria de exclusion molecular, la quinta de afinidad

y la sexta seria el quiral (Volonté, 2013).

Un componente importante de este método son las columnas; usualmente estos son de acero
inoxidable, o poliméricas y es en ellas en las que se empaca la fase estacionaria. Se toma
en consideracion el largo y el diametro interno afecta directamente a la separacién. Segun
el analito con el que se esté realizando la metodologia se presenta en su monografia el tipo
de columna que se utiliza (USP 43-NF 38, 2020).

Tanto la fase mévil como las especificaciones del equipo son Unicos en cada monografia.
La fase movil se define como el solvente o mezcla de solventes que se inyecta en la columna
y son separados segun si interaccion con la fase estacionaria. Entre las especificaciones se
encuentra el reservorio donde se encuentra la fase mévil, una bomba para inyectar la fase
a la columna, el inyector de la muestra, la columna, el detector y el equipo recolector de
datos (USP 43-NF 38, 2020).



Figura No. 1

Diagrama de bloques con componentes de HPLC
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(Skoog et al., 2015)

Cromatogramas V su interpretacion

La presentacion de los datos se realiza por medio de un cromatograma, el cual, es una
representacion grafica del detector de respuesta, la concentracion del analito u otras
mediciones cuantitativas. EI volumen de permanencia, el tiempo de retencion y el volumen
de retencidn son tres conceptos a tomar en cuenta en los graficos. El primero es el volumen
entre el punto donde los eluyentes tienen contacto y la punta de la columna. El segundo es
el tiempo requerido para la elucion de un componente no retenido. El tltimo es el volumen
de fase mavil que se requiere para la elucién de un componente no retenido (USP 43-NF
38, 2020).

Existen otros datos importantes que deben tomarse en cuenta como lo es el nimero tedrico
de platos, el cual mide la eficiencia de la columna que se utiliza durante la metodologia. La
porcion en la que un solo componente eluye de la columna se considera como el pico;
existen casos en los que la separacion no es completa y dos o mas componentes eluyen
como un pico no resuelto. Para estos casos se utiliza el parametro del radio pico a valle,
empleado como un criterio iddneo del sistema para sustancias relacionadas (USP 43-NF
38, 2020).
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C. Donepezilo

1. Generalidades

El Donepezilo, también conocido como E2020, es una sal derivada de piperidina con
actividad neurocognitiva. Inhibe de forma reversible la acetilcolinesterasa, bloqueando la
hidrolisis de la acetilcolina y aumentando su actividad (Pubchem, 2024). Este
medicamentose encuentra indicado para tratar la demencia o Alzheimer para mejorar las
funciones mentales como la memoria, atencién, capacidad social, hablar, entre otros. Es
importante recalcar que, aunque permite controlar los sintomas de la enfermedad, este no
brinda una cura (CIMA, 2023).

Entre las caracteristicas principales se conoce que este se presenta como un polvo blanco
con una estructura cristalina. Su formula empirica es C24H29NOzHCI, un peso molecular de
415.96 y punto de fusidn 218-220 °C (Barot & Patel, 2009). Se conoce que es muy soluble
en cloroformo, soluble en agua y acido acético, levemente soluble en etanol y en
acetonitrilo, y practicamente insoluble en etil acetato y n-hexano. Por ultimo, otra

caracteristica importante es su pKa, el cual, es 8.34(Drugbank, 2020).
Figura No. 2

Estructura quimica del Donepezilo

HCl
CH,

CH;,

(Drugbank, 2020)
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IV. MARCO METODOLOGICO
A. Objetivo

1. Objetivos generales
a. Validar un método analitico para la cuantificacion Donepezilo 10 mg en tabletas
utilizando cromatografia liquida de alta resolucion.
b. Demostrar que el método es apto para la cuantificacion de Donepezilo 10 mg en tabletas.
2. Objetivos especificos
a. Cuantificar mediante cromatografia liquida de alta resolucién, Donepezilo en tabletas
que contengan 10 mg.
b. Verificar que la metodologia analitica cumple con los parametros de validacion

propuestos en el manual alineado a la USP.

B. Hipotesis
Hipdtesis nula (Ho): La metodologia analitica propuesta en la USP 46 — NF 41, no puede
validarse a partir de los criterios de aceptacion de los parametros presentes en la
documentacidn oficial de la empresa fabricante basadas en la USP y el RTCA, de tabletas

de Donepezilo 10 mg.

Hipdtesis alternativa (Ha): La metodologia analitica propuesta en la USP 46- NF 41, puede
validarse a partir de los criterios de aceptacién de los pardmetros presentes en la
documentacion oficial de la empresa fabricante basadas en la USP y el RTCA, de tabletas
de Donepezilo 10 mg.

C. Variables

1. Dependientes

Concentracion de Donepezilo
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Independientes

Tabletas producidas por el laboratorio fabricante

Moderadoras
Calidad de materia prima
Proceso de manufactura

Excipientes

De control
Estandar BP

. Poblacion

Ensayos y lotes piloto de tabletas de Donepezilo de 10 mg formuladas y producidas en el

laboratorio a cargo.

. Muestra

La muestra se compone de 40 tabletas de Donepezilo 10 mg de tres lotes piloto diferentes.

. Procedimiento

Plan de investigacion

a. Elaborar el plan de investigacién a partir de la bibliografia necesaria para el
entendimiento de la validacion, su importancia y su desarrollo. Para esto, se requirio de
informacién de la Farmacopea de los Estados Unidos y el Reglamento Técnico
Centroamericano, los cuales, especifican los pardmetros que deben evaluarse para
validar una metodologia.

b. Investigar acerca del principio activo que se utilizara, en este caso, el Donepezilo. Es
importante conocer su mecanismo de accién e informacién relacionada a su solubilidad,
la constante de disociacién é&cida (pKa), puntos de fusion, entre otros datos
fisicoquimicos.

c. Establecer objetivos, hipotesis, la poblacion y muestra, variables y el procedimiento a
utilizar para la metodologia analitica. También se debe de tomar en cuenta el analisis de
los datos, el programa a emplear (tiempo a utilizar para realizar) y el costo para

implementar el método.
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2. Desarrollo del método (cuantificacién del Principio Activo)

a. Preparacion de soluciones

b.

C.

1)

2)

3)

4)

Diluyente (acido clorhidrico 37% en metanol): en un balon de 250 mL colocar 187.5
mL de metanol y 62.5 mL de &cido clorhidrico.
Fase movil: disolver en un beaker de 1000 mL, 2.5 g de 1-decanosulfonato de sodio
en 650 mL de agua y afiadir 1 mL de &cido perclérico. Por ultimo, afiadir 350 mL de
acetonitrilo. De ser necesario, ajustar con acido perclorico a un pH de 1.8.
Solucion estandar (0.4 mg/mL): agregar 40 mg de Donepezilo Clorhidrato USP ER
en un beaker de 100 mL y afadir 60 mL de diluyente. Mezclar hasta que disuelva y
trasvasar a un balon de 100 mL. Posteriormente aforar bal6n con diluyente hasta 100
mL.
Solucién muestra (0.4 mg/mL): pesar y triturar con un mortero 10 tabletas de
Donepezilo Clorhidrato. Pesar el equivalente a 40 mg a partir del peso y la cantidad
etiquetada. Colocar las tabletas en un beaker de 100 mL y agregar 75 mL de diluyente
para posteriormente colocarlo es un bafio ultrasénico por 20 minutos. Mezclar por 30
segundos y dejar enfriar a temperatura ambiente y agregar 25 mL de diluyente. Dejar
asentar los so6lidos por unos minutos y pasar por un filtro, descartando los primeros
2-3 mL del filtrado.

(USP 46-NF 41, 2023)

Sistema cromatografico

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Sistema de cromatografia liquida de alta resolucion
Detector: UV 271 nm
Columna: 4.6 mm x 15 cm; 5 um de empaque L1
Temperatura de columna: 35°
Rango de flujo: 1.4mL/min
Volumen de inyeccion: 20 pL
(USP 46-NF 41, 2023, p. 46)

Cuantificacion

Calcular porcentaje de cantidad etiquetada de Donepezilo Clorhidrato en la porcion tomada

de tabletas.
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Calculo 1. Ecuacion para porcentaje de Donepezilo Clorhidrato en muestra

% de PA = A Mx * CSTD * PP 250 * 2—5 * Wx * 100
ASTD Wmx 5 etq
Donde:
A MX = Area de la muestra
ASTD = Avrea del estandar
CSTD = Concentracion del estandar en mg/mL
PP = Pureza del estandar
Wmx = Peso de la muestra en mg
Wx = Peso promedio de la tableta recubierta en mg
etq = Cantidad etiquetada por tableta recubierta en mg

(Laboratorios y Drogueria Pharmadel S.A., 2021)

d. Andlisis de resultados
Se analiza y se discute acerca del resultado obtenido para conocer si el método de

cuantificacién brinda datos favorables para continuar con la validacién del método.

3. Validacién del método propuesto

a. Curva de calibracion
La curva de calibracion con patrones estandar de Donepezilo de 0.24, 0.32, 0.4, 0.48 'y 0.56
mg/mL. Para ello, se tomo6 la cantidad de Donepezilo USP ER (24, 32, 40, 48 y 56 mg
respectivamente) y se agrega a un balén de 100 mL. Posteriormente, se afora con diluyente

y se filtra directamente mientras se trasvasa a vial para HPLC.

b. Ensayos
A partir de lo que menciona el Reglamento Técnico Centroamericano, el ensayo se
clasificaria como categoria | debido a que se hara una cuantificacion del analito. Para los
parametros, se tomé como guia principal los mencionados en la guia para validaciones de
la empresa.

1) Aptitud del sistema: se realiza con seis repeticiones de lecturas sucesivas de solucion

estandar de referencia a la concentracion de trabajo especificada
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2)

3)

4)

5)

6)

Especificidad: se toman seis muestras de placebo, seis de producto muestra y seis de
estandar tratados con HCI 0.1N, NaOH O0.1N, bisulfito de sodio al 3%, agua
oxigenada al 30%, agua y un blanco. Ajustar el pH a los matraces segun
especificacion
Linealidad del sistema: la linealidad se determina empleando una serie de minimo 5
puntos de datos de estdndar a distintas concentraciones que estén distribuidas
regularmente y que cubran del 60% al 140% del intervalo de la concentracion de
trabajo al 100% se trabajan 3 réplicas por concentracion. Se determina: la ecuacion
de regresion lineal calculada por el método de minimos cuadrados basada en
resultado de lecturas versus la concentracion del analito. Se evalta con p = 0.05.
Calcular: ecuacion de la recta, coeficiente de correlacion r, coeficiente de
determinacion r2, grafica de linealidad, intervalo de confianza para la pendiente e
incluir el intervalo de linealidad.
Linealidad del método: realizar diluciones de la solucion muestra con
concentraciones entre el 80% - 120% de la concentracion de trabajo, realizar lecturas
por triplicado. Se prepara mediante la adicion de estandar y placebo. Determinar:
ecuacion de la regresion lineal calculada por el método de minimos cuadrados basada
en cantidad recuperada versus concentracion. Se evalta con p = 0.05. Calcular:
ecuacion de la recta, coeficiente de determinacion r2, grafica de linealidad, intervalo
de confianza para la pendiente, intervalo de confianza para la ordenada en el origen,
intervalo de confianza para la media poblacional del porcentaje de recobro IC e
incluir el intervalo de linealidad.
Exactitud: determinado por medio del método de adicion de estandar a tres
concentraciones diferentes 80%, 100% y 120%. Se lee por triplicado.
Precision: se determina mediante la repetibilidad y precisién intermedia.
a) Repetibilidad: se realizan seis determinaciones de muestras de un mismo lote y
preparar de manera independiente segun el procedimiento de andlisis. Calcular:
porcentaje de recuperacién para cada muestra y la media, desviacion estandar y

coeficiente de variacion.
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b) Precisiéon intermedia: en dias distintos se realizan seis determinaciones de
muestras de un mismo lote y preparar de manera independiente segun el proceso
de analisis. Calcular el porcentaje de recuperacion para cada muestra y calcular
la media. También incluir calculos de la media, desviacion estandar y coeficiente
de variacion para todas las condiciones evaluadas

7. Limite de identificacion y cuantificacion: con los resultados obtenidos de linealidad,
calcular el limite de deteccion con base en la curva y la desviacion estandar de
regresion.

(Laboratorios y Drogueria Pharmadel S.A., 2021)
c. Analisis de resultados
Se realizan los analisis segun lo especificado en la seccion H correspondiente al apartado

del analisis estadistico.

4. Elaboracion de informe final de tesis

a. Se redacta en el documento todos los hallazgos obtenidos en la seccion de resultados y
se discute sobre estos para aprobar o rechazar el método propuesto para la cuantificacion
de Donepezilo Clorhidrato.

b. Por Gltimo, se redactan las conclusiones y se incluyen en los anexos los cromatogramas,
gréficos, figuras, entre otros materiales visuales que puedan apoyar la decision final

acerca de la metodologia

G. Disefio de investigacion
El presente estudio es de tipo mixto: cuantitativo, transversal y experimental. Cuantitativo
debido a que el enfoque principal de la investigacion es conocer la cantidad del principio
activo se obtiene a partir de las muestras. Transversal debido a que serd en un tiempo
determinado de estudio. Por altimo, se define como experimental ya que solo se tomara de
informacion base lo mencionado por la monografia; de ser necesario, se cambiara el método

para adaptarse a los insumos del laboratorio.

H. Analisis estadistico
Se utilizaran los parametros establecidos en el instructivo para validaciones de la empresa

para determinar que el método cumple con los requisitos solicitados.
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1. Aptitud del sistema: basadas en el concepto de que el equipo, el sistema electrénico, las
operaciones analiticas y las muestras a analizar constituyen un sistema integral que puede
evaluarse. Criterio de aceptacion: coeficiente de variacion < 2.0.

2. Especificidad: se define como la capacidad del método para identificacion del analito de
forma confiable en presencia de otras sustancias quimicas que puedan encontrarse presente
en la muestra. Criterio de aceptacion: no se presenta interferencia con el principio activo.

3. Linealidad del sistema: capacidad del sistema de brindar resultados directamente
proporcionales a la concentracion en la muestra dentro de un rango. Criterio de aceptacion:
coeficiente de correlaciéon r > 0.9900 y coeficiente de determinacion r2 > 0.9800.

4. Linealidad del método: capacidad del método de brindar resultados directamente
proporcionales a la concentracién del analito en la muestra dentro de un rango. Criterio de
aceptacion: coeficiente de correlacion r > 0.9900 y coeficiente de determinacion 2 >
0.9800.

5. Exactitud: proximidad entre el valor que es aceptado normalmente como valor real y valor
experimental. Criterio de aceptacion: intervalo de confianza 95%-105%, coeficiente de
variacion del porcentaje de recobro < 2.0%.

6. Precision: grado de concordancia entre valores de una serie repetida de muestras bajo
condiciones establecidas. Criterio de aceptacion: coeficiente de variacion < 6.0

a. Repetibilidad: concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas realizadas en
las mismas condiciones.

b. Precision intermedia: medida de precision de los resultados de un método en condiciones
diferentes de analista, dia o lote.

7. Limite de identificacion y cuantificacién: define la cantidad minima del analito que
proporciona una respuesta para el método. También se define como la cantidad minima de
analito en términos de cantidad absoluta o concentracion que proporciona una respuesta
medible.

(Laboratorios y Drogueria Pharmadel S.A., 2021)
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V. MARCO OPERATIVO

A. Recoleccion y tratamiento de datos
Los datos serdn analizados por medio del software Microsoft Excel 2013 version
15.0.4420.1017. Se analizaron los datos tomando, por cada criterio, un criterio de
aceptacion. Durante el proceso se incluye la propuesta de hipdtesis para determinacion de
la aprobacion o rechazo del método propuesto segin la ICH. Ademas, se calcula el

porcentaje de Donepezilo Clorhidrato en la cantidad de muestra analizada.

B. Recursos

Recursos humanos
Autora: Melany Sofia Calderon Ramos
Asesor principal: Lic. Héctor de Leon
Asesor metodologico: Lic. Cristian Hernandez

Revisor: Lic. Carlos Humberto Pineda

2. Recursos materiales
Equipo
a. Equipo de computacion con el programa Microsoft Excel afio 2013, versién
15.0.4420.1017

Fuentes primarias

o

Cuaderno de notas y lapicero

o o

Tabletas de Donepezilo 10 mg del ensayo

@

Tabletas de Donepezilo 10 mg del lote piloto
Balanza analitica OHAUS modelo px224/e

=h

g. Cromatografo liquido de alta resolucién Chromaster 5000

Materiales y cristaleria de laboratorio
a. Estandares: Donepezilo
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b. Reactivos:
1) Agua HPLC
2) Acetonitrilo HPLC

3)
4)

Metanol HPLC

1-decanosulfonato de sodio

5) Acido perclérico

c. Cri
1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

3. Lugar

staleria

Balones volumétricos de 25, 100 y 1000 mL
Pipetas volumétricas de 3, 4,5,6y 7 mL
Viales HPLC

Beaker de 100 mL

Varilla de vidrio

Espatula

Bafio ultrasdnico

Probetas de 500 y 1000 mL

Laboratorios y Drogueria Pharmadel S.A., Departamento de Investigacion y Desarrollo,

Area Analitica

C. A

spectos econdémicos
Cuadro No. 2

Aspectos econdmicos para trabajo de investigacion

Costo
Material Capacidad individual Cantidad

Q)

Fuente de
financiamiento

Laboratorios y

DI(E)snt:gs;rlo - 1023.36 200 mg Drogueria
Pharmadel S.A.
Laboratorios y

Reactivos Agua HPLC - 775.85 1L Drogueria
Pharmadel S.A.
o Laboratorios y

Acthgrll_lct:rllo - 667.23 2L Drogueria

Pharmadel S.A.
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Costo

Material Capacidad individual Cantidad fi Fuente de
inanciamiento
Q)
Laboratorios y
Metanol HPLC - 1505.15 1L Drogueria
Pharmadel S.A.
L- Laboratorios y
decanosulfonato - 710.53 10g Drogueria
de sodio Pharmadel S.A.
Laboratorios y
Acido perclorico - 2154.67 10 mL Drogueria
Pharmadel S.A.
Iacio Laboratorios y
Ccbeaupo.  chomser 0 88800 1 DrogueriaQ
Pharmadel S.A.
Balones Laboratorigs y
volumétricos 25 mL 215 15 Drogueria
Pharmadel S.A.
Balones Laboratorigs y
volumétricos 100 mL 240 2 Drogueria
Pharmadel S.A.
Balones Laboratorigs y
volumétricos 250 mL 288 1 Drogueria
Pharmadel S.A.
Balones Laboratorigs y
volumétricos 1000 mL 300 2 Drogueria
Pharmadel S.A.
Pipetas Laboratori95 y
Cristaleriay  volumétricas 3mL 21 1 Drogueria
[ Pharmadel S.A.
n?:lg‘(a)?:tlgiige Pipet Laboratorios y
volulrrr)ét??cas 4mL 30 2 Drogueria
Pharmadel S.A.
Pipetas Laboratorigs y
volumétricas 5mL 45 5 Drogueria
Pharmadel S.A.
Pipetas Laboratori9s y
volumétricas 6 mL 53 2 Drogueria
Pharmadel S.A.
Pipetas Laboratorigs y
volumétricas 7 mL 64 1 Drogueria
Pharmadel S.A.
Laboratorios y
Viales - 201.72 50 Drogueria

Pharmadel S.A.
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Material

Capacidad

Costo
individual

Q)

Cantidad

Fuente de
financiamiento

Beaker

135

Laboratorios y
Drogueria
Pharmadel S.A.

Varilla de vidrio

11.36

Laboratorios y
Drogueria
Pharmadel S.A.

Espatula

20

Laboratorios y
Drogueria
Pharmadel S.A.

Bafio ultrasénico

4755.96

Laboratorios y
Drogueria
Pharmadel S.A.

Probeta

500 mL

232

Laboratorios y
Drogueria
Pharmadel S.A.

Probeta

1000 mL

468

Laboratorios y
Drogueria
Pharmadel S.A.
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VI. RESULTADOS
Cuadro No. 3

Aptitud del sistema obtenido a partir del método analitico utilizando

cromatografia liquida de alta resolucién Chromaster 5000

_ Desviacion Coeficiente de
Media ; o
estandar variacion

Tiempo de

y 1.98 0.00 0.20
retencion

Area 1355571.33 1763.60 0.13

Platos tedricos 2000.33 79.59 3.98

Datos experimentales a partir del software OpenLab versién 2.1 y Microsoft Excel 2013
version 15.0.4420.1017.

Cuadro No. 4

Especificidad obtenida a partir del método analitico utilizando cromatografia
liquida de alta resolucion Chromaster 5000

No. Longitud de onda Analisis Area
1 Estandar 1357817
2 Muestra 1437241
3 271 Placebo 0
4 Blanco 0
5 Diluyente 0

Datos experimentales a partir del software OpenLab version 2.1 y Microsoft Excel 2013
version 15.0.4420.1017.
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Cuadro No. 5

Linealidad del sistema obtenida a partir del método analitico utilizando

cromatografia liquida de alta resolucion Chromaster 5000

Concentracion ] Coeficiente de  Coeficiente de Intervalo de
Porcentaje » L ]
(mg/mL) correlacion determinacion confianza
0.0066 60%
0,

0.0088 80% 121208260%
0.0110 100% 0.9999 0.9998 -123437074%
0.0132 120%
0.0154 140%

Datos experimentales a partir del software OpenLab version 2.1 y Microsoft Excel 2013
version 15.0.4420.1017.

Cuadro No. 6

Linealidad del método obtenida a partir del método analitico utilizando

cromatografia liquida de alta resolucién Chromaster 5000

_, Coeficiente o Intervalo  Intervalo de
Concentracion ) Coeficiente de ]
Porcentaje de L de confianza del
(mg/mL) . determinacion _ )
correlacion confianza intercepto
0,
0.0088 80% 0.9938- -0.00005624%
0.0110 100% 1.0000 0.9999 1 0068 -0.00008941%
0.0132 120%

Datos experimentales a partir del software OpenLab versién 2.1 y Microsoft Excel 2013
version 15.0.4420.1017.
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Cuadro No. 7

Exactitud obtenida a partir del método analitico utilizando cromatografia liquida

de alta resolucion Chromaster 5000

Concentracion ] Desviacion Coeficiente de Intervalo de
Porcentaje ] o )
(mg/mL) estandar variacion confianza

0.0088 80%

99.95%-
0.0110 100% 0.1152% 0.1152%

100.13%
0.0132 120%

Datos experimentales a partir del software OpenLab version 2.1 y Microsoft Excel 2013
version 15.0.4420.1017.

Cuadro No. 8

Repetibilidad obtenida a partir del método analitico utilizando cromatografia
liquida de alta resolucion Chromaster 5000

Porcentaje de Donepezilo o L
No. ) Coeficiente de variacion
Clorhidrato

105.20%
106.79%
106.18%
105.69%
105.11%
6 104.62%

0.7494

g B~ W N

Datos experimentales a partir del software OpenLab version 2.1 y Microsoft Excel 2013
version 15.0.4420.1017.
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Cuadro No. 9

Precision intermedia obtenida a partir del método analitico utilizando

cromatografia liquida de alta resolucién Chromaster 5000

Porcentaje de Donepezilo

No. ) Coeficiente de variacion
Clorhidrato
1 101.63%
2 104.16%
3 102.99%
1.9184
4 102.62%
5 101.11%
6 101.09%

Datos experimentales a partir del software OpenLab version 2.1 y Microsoft Excel 2013
version 15.0.4420.1017.

Cuadro No. 10

Limite de deteccion y cuantificacion

Limite de deteccion Limite de cuantificacién

0.00005 0.00015

Datos experimentales a partir del software OpenLab version 2.1 y Microsoft Excel 2013
version 15.0.4420.1017.

26



VII. DISCUSION

El objetivo principal del presente estudio fue validar un método analitico para la
cuantificacion de Donepezilo 10 mg en tabletas utilizando cromatografia liquida de alta
resolucion. Para esto, se debe de cuantificar el principio activo y verificar la metodologia
analitica propuesta para conocer si cumple con los parametros propuestos en el manual de
la empresa, la cual, se encuentra alineada a los requisitos de la USP. Al observar la
monografia de la USP, este menciona diferentes pardmetros a tomar en cuenta durante el
analisis del principio activo a evaluar. Sin embargo, por diferentes motivos, algunos de
ellos tuvieron que ser modificados para adaptarlos a las condiciones actuales del

laboratorio.

La primera modificacion fue la fase movil debido a que la monografia hace mencion del
uso del 1-decanosulfonato de sodio. Este reactivo es considerado un tensioactivo anionico
que permite la separacion de moléculas con carga positiva. Se conoce que el Donepezilo es
una molécula que, en condiciones acidas y con ayuda del tensioactivo, puede separarse de
forma eficiente para tener una mejor resolucion de picos (Merck, 2022). Sin embargo, se
hizo el cambio en la fase debido a la ausencia de este reactivo en el laboratorio en el que se
analiz6. Como fase final se tom6 una proporcién 65:35 buffer-acetonitrilo, el cual, también

brindd graficos con una resolucion clara de los picos a analizar.

Ademas, la fase debe tener un pH de 1.8 pero no se contaba con columnas que fueran
compatibles con fases menores de 2.0. Se disminuy0 el buffer hasta 2.3, lo cual, permiti
que el medio de disolucion proveyera una acidez eficiente para que la molécula pueda
disociarse efectivamente y poder ser visible en los cromatogramas obtenidos. Este puede
ser considerado un cambio significativo debido a que el capitulo general <791> de la USP
provee informacion sobre la variacion de pH que es aceptable para considerarse

significativo; en este se estipula un £0.2 del valor establecido. Se debe a que el pH es mayor
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al valor maximo permitido para considerarse insignificante que este es considerado un
cambio del procedimiento (USP 46-NF 41, 2023).

Para el primer parametro establecido, aptitud del sistema (Cuadro No. 3), se efectlan seis
repeticiones para determinar la estadistica del tiempo de retencion, el area y los platos
tedricos. En el caso del tiempo de retencion y el area, se evalla el resultado obtenido por

el coeficiente de variacidn, siendo el criterio de aceptacién menor o igual a 2%.

Al observar los datos obtenidos se puede determinar que ambos cumplen con la medida de
dispersion permitidos. Para los platos tedricos se utiliza la media, tomando un criterio de
aceptacion de mas de 1000. Dado que el resultado final fue de 2000.33 se puede concluir

que el pardmetro cumple.

El segundo parametro a evaluar fue la especificidad (Cuadro No. 4), obteniendo resultados
cromatograficos de cinco analitos: estandar, muestra, placebo, blanco y diluyente. Los
datos finales del area permiten concluir que el método no demuestra interferencia de los

excipientes, el agua (blanco) y el diluyente (HCI 0.1 N).

La linealidad del sistema (Cuadro No. 5) se determina empleando una serie de 5 puntos del
estandar en diferentes concentraciones representadas en porcentajes (60, 80, 100, 120 y
140). Los calculos estadisticos incluyen el coeficiente de correlacion, coeficiente de
determinacion y el intervalo de confianza; los criterios de aceptacion serian: mayor o igual
a 0.9900, mayor o igual a 0.9800 y la ausencia del cero respectivamente. A partir de los
resultados presentados en el cuadro correspondiente se determina que los tres célculos

cumplen con su especificacion.

En el Cuadro No. 6 se presentan los resultados obtenidos de la linealidad del método, los
cuales corresponden a: el coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion, el
intervalo de confianza para la pendiente y el intervalo de confianza para el intercepto. Los
criterios de aceptacion respectivos serian: mayor o igual a 0.9900, mayor o igual a 0.9800,
el limite debe incluir la unidad y el ultimo debe de incluir el cero. Los datos finales

demuestran que el parametro es aprobado segun los criterios establecidos para este.

Para el pardmetro de la exactitud se debe de hacer una lectura a tres concentraciones

diferentes que deben de cumplir con un intervalo de confianza entre el 95-105%, un
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coeficiente de variacion menor o igual al 2.0% y la desviacion estandar. En el Cuadro No.
7 se presentan los datos finales en lo que se determina que los criterios de aceptacion del
intervalo y el coeficiente cumplen con lo requerido. Por otro lado, la desviacion nos permite

concluir que la dispersion de los datos es poco significativa.

En el caso de la precision se toma en cuenta dos procesos que permiten determinar si este
cumple o no, los cuales son: la repetibilidad y la precision intermedia. En ambos casos se
toma el coeficiente de variacion como el resultado valido para conocer si el parametro es
aceptable. En este contexto, se conoce que el resultado debe ser menor o igual a 6.0. A
partir de lo que se observa en el Cuadro No. 8 y 9 se puede concluir que este pardmetro
cumple con el criterio establecido.

Por ultimo, el limite de identificacién y de cuantificacidn se determinan para conocer cual
es la cantidad minima que proporciona una respuesta y la cantidad minima que proporciona
una respuesta medible para el método propuesto. Los datos se calculan a partir de la curva

presente en la linealidad del método y la desviacion estandar.
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VIIl. CONCLUSIONES

. Se validé un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion con
detector UV, el cual, cumple con los requisitos establecidos por el instructivo de la
empresa cuyos parametros se encuentran alineados a los del RTCA y la USP para la
cuantificacién de Donepezilo 10 mg en tabletas.

. El método analitico puede ser validado debido a cambios significativos en la fase
movil a comparacion del procedimiento presentado en la monografia USP para el
Donepezilo.

. Enlaaptitud del sistema se determina que cumple debido a que el tiempo de retencién
y el area poseen un coeficiente de variacién menor o igual al 2%. Ademas, los platos
tedricos también cumplen con el criterio de aceptacion siendo mayores a 1000.

. Se determina que la especificidad cumple al evaluar los datos obtenidos del
cromatograma y demostrar que no hay interferencia entre estos.

. Para la linealidad del sistema se toma en cuenta el coeficiente de correlacion, el
coeficiente de determinacién y el intervalo de confianza; dado que los datos obtenidos
son mayores o iguales a 0.9900, mayores o iguales a 0.9800 y la ausencia del cero
respectivamente se puede concluir que estos cumplen.

En la linealidad del método se evalia el coeficiente de correlacion, el de

determinacion, y los intervalos de confianza de la pendiente y el intercepto. Se
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determina que los resultados obtenidos cumplen con los criterios de aceptacion de
cada uno de los parametros estadisticos.

G. La exactitud cumple con el intercalo de confianza, el coeficiente de variacion y la
desviacion estandar establecidos.

H. Se determind la repetibilidad y la precision intermedia como el parametro general de
precision. A partir de los datos obtenidos se puede determinar que los dos andlisis
cumplen con el criterio de aceptacion del coeficiente de variacion estipulado.

I. Tanto el limite de identificacion como el de cuantificacion proporcionan una

respuesta medible para el analito (Donepezilo) en el método propuesto.
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IX. RECOMENDACIONES

. Se recomienda utilizar un estandar certificado que sea confiable y que su pureza sea

mayor del 95% para la validacion del metodo.

. El uso del Donepezilo debe llevarse a cabo con equipo de seguridad debido a que

puede afectar negativamente en el sistema nervioso e incluso llevar a la muerte.

Para tener un estudio més completo se puede complementar con un anélisis de

disolucién y de uniformidad de contenido.

. Utilizar otros analisis de fuentes confiables podria proveer informacion que pueda

ser de utilidad para el desarrollo del método.

. Para el desarrollo es necesario comprender las caracteristicas fisicoquimicas del

principio activo para poder establecer cambios efectivos en la metodologia.
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Xl. ANEXOS

. Caracteristicas del equipo utilizado

Balanza analitica

Balanza OHAUS PR Series
. Cromatografo Liquido de Alta Resolucion
a. Detector UV Chromaster 5410
b. Horno Chromaster 5310
c. Automuestreador Chromaster 5260
d. Bomba Chromaster 5160

. Glosario

. Aptitud del sistema: Pruebas desarrolladas para la verificacion del sistema
cromatografico y su adecuacion para el analisis a efectuar (Laboratorios y Drogueria
Pharmadel S.A., 2021).

Especificidad, selectividad: Capacidad para la identificacion o cuantificacién de los
analitos de interés (Laboratorios y Drogueria Pharmadel S.A., 2021).

Exactitud: Proximidad de los resultados obtenidos mediante el método y valor
verdadero (Laboratorios y Drogueria Pharmadel S.A., 2021).

Linealidad: Capacidad de obtencidn de resultados que sean proporcionales a la
concentracion de analito en las muestras (Laboratorios y Drogueria Pharmadel S.A.,
2021).

Precision: Grado de concordancia entre la serie de mediciones individuales de
multiples muestreos (Laboratorios y Drogueria Pharmadel S.A., 2021).

. Validacion: Establecimiento de evidencia documentada de un método analitico que
brinda un alto grado de seguridad para obtencion de resultados precisos y exactos

(Laboratorios y Drogueria Pharmadel S.A., 2021).
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C. Graficas de linealidades
Grafico No. 1

Linealidad del sistema obtenida a partir del método analitico utilizando cromatografia

liquida de alta resolucion Chromaster 5000

) . . y = 1E+08x + 13176
Linealidad del Sistema R2 = 0.9998

20000

15000

ABC Cientos

10000
5000

0
0.0060 0.0080 0.0100 0.0120 0.0140 0.0160

Concentracion mg/mL

Datos experimentales a partir del software OpenLab version 2.1 y Microsoft Excel
2013 versién 15.0.4420.1017.

Grafico No. 2

Linealidad del método obtenida a partir del método analitico utilizando cromatografia

liquida de alta resolucion Chromaster 5000

Linealidad del Método ¥ = 1-0995% & 2505
~,0.01400 '
£ 0.01200
£ 0.01000
©0.00800
£ 0.00600
2 0.00400
g 0.00200

o
0.00000
0.0010 0.0060 0.0110 0.0160

Concentracién mg/mL

Datos experimentales a partir del software OpenLab version 2.1 y Microsoft Excel 2013
version 15.0.4420.1017.
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D. Datos de pruebas de métodos
Cuadro No. 11.

Datos estadisticos de la aptitud del sistema

Tiempo de retencion Area Platos tedricos
Media 1.98 1355571.33 2000.33
Desv. Std 0.00 1763.60 79.59
C.V. 0.20 0.13 3.98

Cuadro No. 12

Datos estadisticos de la especificidad

No. Longitud de onda Analisis Area
1 Estandar 1357817
2 Muestra 1437241
3 271.00 Placebo 0
4 Blanco 0
5 Diluyente 0
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Cuadro No. 13.

Datos estadisticos de la linealidad del sistema

Parametro Resultado
n 15
Pendiente 122322667
Ordenada 13176
Coeficiente de correlacion (r) 0.9999
Coeficiente de determinacion ( r?) 0.9998
Limite Superior 123437074
Limite Inferior 121208260
Cuadro No. 14.
Datos estadisticos de la linealidad del método
Parametro Resultado
n 9
Pendiente 1.0003
Ordenada 0.0000
Coeficiente de correlacion (r) 1.0000
Coeficiente de determinacion ( r?) 0.9999
Limite Superior de la pendiente 1.0068
Limite Inferior de la pendiente 0.9938
Limite Superior del intercepto 0.00008941
Limite Inferior del intercepto -0.00005624
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Cuadro No. 15.

Datos estadisticos de la exactitud

Parametro Resultado
n 9

Media 100.04%

Desviacion Estandar 0.1152%

Coeficiente de Variacion 0.1152%

Limite Superior 100.13%

Limite Inferior 99.95%

Cuadro No. 16.
Datos estadisticos de la precision
Parédmetro Resultado
n 6
Media 105.60
Repetibilidad

Desviacion Estandar 0.79

Coeficiente de Variacion 0.75
Media 103.93
Precision intermedia Desviacion Estandar 1.9939
Coeficiente de Variacion 1.9184

40



E. Cromatogramas de referencia obtenidos

Gréafico No. 3.

Cromatograma de estandar para especificidad de Donepezilo

Identificacion de la muestra : STD 100% - Donepezilo BP 4604
Volumen de Inyeccion : 20 ul

T5 ] —

WNarme

Donepezilo HC

Walts

5

ESTD

Resuits
Pid Hame Retenion Area Theoretical Capacity facior Asymimetry
Time plates (USP) concanirabon
1 Donepazila HCI 2000 1355750 2805 073 1.0332% 100 000 TAL

El Estdndar se compone de una solucion de Estandar de Donepezilo en el que se pesd
un equivalente a lo establecido para la Muestra y fue diluido en HCI 0.1 N.

Gréafico No. 4.

Cromatograma de muestra para repetibilidad de Donepezilo

Identificacion de la muestra : MX 100% - LPL24050 01 Repetibilidad
Volumen de Inyeccion : 20 ulL

T5 o  —

Name

|
| Donepazilo HC 50

vioits.

Un-WIL
127
nm
Results
P Harme Ratansan Area Thesoretical Capacity 1t Asymmatry ESTD
Time plates (USF) concentraton
1407 068985 1.20487 05,849

1 Danepezila HCI 1.943 1437241

La Muestra es una solucién de un peso calculado de Donepezilo a partir de el polvo
obtenido de la maceracion de 10 tabletas recubiertas con el principio activo y fue

diluido en HCI 0.1 N.

41



Gréafico No. 5.

Cromatograma de placebo para especificidad de Donepezilo

Identificacion de la muestra : PCB QD
Volumen de Inyeccion : 20 uL

H 8
25 25
| (Donepezio HCI)
o - 0
o 1 2 3 4 5 6
Mrutes
UV-wL
121
nm
Results
Px# Name Retension Area Theoretical Capacity factor Asymmetry ESTD
Time plates (USP) CONCRNIration
Donepezilo HCI 0 000 8D1L

El Placebo se elaboré a partir de una solucion de un peso equivalente al de la
Muestra a partir de la mezcla de excipientes que no contuvieran el principio activo
en la formulacién y fue diluido en HCI 0.1 N.

Gréafico No. 6.

Cromatograma de blanco para especificidad de Donepezilo

Identificacion de la muestra : BLANCO QD
Volumen de Inyeccion : 20 uL

Name

25 25

(Denepezile HCH)

0 - a
0 1 2 3 4 s 6
Mires

UV-wL
12m

nm
Results

Prw Name Retention Area Theoretical Capacity factor Asymmetry £S1D

Time plates (USP) CONCOTL DO

Donepezilo HCI Q000 801

El Blanco se elabor6 a partir de una solucién de HCI en agua 0.1 N segln lo
necesario para la elaboracion de todas las muestras y analisis respectivos.
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Gréafico No. 7.

Cromatograma de diluyente para especificidad de Donepezilo

identificacion de la muestra : DILUYENTE QD
Volumen de Inyeccion : 20 ul

Marre
50 | 50
E ]
284 25
| {Donepezilo HCly
0 - o
o 1 2 3 4 & B
MrLtes
UV-WL
127
nm
Rasults
Pr# Hame Retansion Arva Theorstcal — Capacity fnctor Asymimatry ESTD
Tim plates (USF) oncelabon
Donepazilo HCI 0000 B0

El Diluyente se compone de la proporcion de HCI en agua para obtener una
solucién con concentracion de 0.1 N.
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