UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

PROPUESTA DE VALIDACION DE METODO ANALITICO PARA LA IDENTIFICACION
Y CUANTIFICACION DE CITICOLINA (COMO CITICOLINA SODICA) EN TABLETAS
DE 500 MG POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

TRABAJO DE GRADO EN MODALIDAD DE TRABAJO DE INVESTIGACION
PRESENTADO POR:
TANIA IVETTE ERAZO CISNEROS

KIMBERLY BEATRIZ JOVEL GOMEZ

PARA OPTAR AL GRADO DE
LICENCIADA EN QUIMICA'Y FARMACIA

ABRIL 2024

SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRO AMERICA



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTOR

MAESTRO JUAN ROSA QUINTANILLA

SECRETARIO GENERAL

LICENCIADO PEDRO ROSALIO ESCOBAR CASTANEDA

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

DECANA

MAESTRA NANCY ZULEYMA GONZALEZ SOSA

SECRETARIA

LICENCIADA EUGENIA SORTO LEMUS



DIRECCION DE PROCESOS DE GRADO

DIRECTORA GENERAL (AD-HONOREM)

MAESTRA KATIA LISSETTE MARTINEZ DE PALACIOS

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

MAESTRO

LICENCIADO LUIS DAVID ALONZO HERNANDEZ

TRIBUNAL EVALUADOR

ASESORA

LICENCIADA ZENIA IVONNE AREVALO DE MARQUEZ
ASESOR

LICENCIADO. HENRY ALFREDO HERNANDEZ CONTRERAS
DOCENTE ASESOR

LICENCIADO LUIS GUILLERMO ESCALANTE ESCOBAR



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Dios, por nunca soltarme la mano durante todos estos afios, por la sabiduria, fortaleza
y valentia que me ha demostrado a traves de todas las situaciones dificiles que se han presentado,

porque solo El sabe el camino que he recorrido.

A mi madre Maria Estela Cisneros, por demostrarme como ser una persona fuerte, que no debe
rendirse en el primer intento fallido y seguir con la cabeza en alto hasta el final, por ser una de mis

mas grandes inspiraciones y razones para no rendirme.

A mi hermano Erick Alexander Cisneros, por ser mi apoyo y darme aliento en cada paso dado en

esta carrera, por estar todo el tiempo para mi sin importar las circunstancias.

A mi amiga Sonia Orellana, por animarme en momentos dificiles y hacerme ver lo que puedo a

lograr si confio en mi.

A mi amiga y colega Alisson Ventura, por siempre apoyarme de manera incondicional, por ser la

persona mas valiosa que me ha dejado esta etapa de mi vida.

A los decentes asesores, Licenciado Luis Alonzo y Licenciado Luis Escalante, por dar parte de su
tiempo y brindarnos su ayuda para poder lograr esta tan importante meta, por compartir parte de

sus conocimientos de la mejor manera posible, infinitamente agradecida con ellos.

Al jurado calificador, Licenciada Zenia Ivonne Arévalo, Licenciado Henry Hernandez, Licenciada
Lorena Mercado, y a todos los involucrados en el proceso, gracias por el apoyo en nuestro trabajo

de investigacion.

Tania lvette Erazo Cisneros



DEDICATORIA

A mi madre Maria Estela Cisneros, por siempre confiar en mi, por darme fortaleza, por su

paciencia, apoyarme y nunca dejarme caer, gracias.

A mi hermano Erick Alexander Cisneros, por apoyarme y no soltarme la mano en todos estos afios,

por estar para mi incondicionalmente, por dar todo de él para que nada me faltara a mi, gracias.

A mi abuela, Maria Luz Cisneros, por llevarme en sus oraciones y velar por mi bienestar.

Atentamente,

Tania lvette Erazo Cisneros



AGRADECIMIENTOS

Primeramente, agradecida con Dios por darme esta oportunidad de llegar hasta este punto en mi
vida académica tan sofiada, le agradezco por darme la fuerza, valentia, determinacién y salud
necesaria para poder recorrer toda mi carrera universitaria, sé sin duda alguna que Dios es fiel y

cumple sus promesas si lo ponemos en primer lugar a El.

Agradezco infinitamente a mi familia, a mi padre y a mi madre en especial por no perder la fe en
mi de que podia lograrlo, por animarme de dia y noche, por motivarme y decirme que los frutos se
ven luego de un arduo trabajo, ahora puedo decir que todo valié la pena. Gracias mami y papi por
estar siempre conmigo y apoyarme tanto econémicamente como espiritual y emocionalmente. A
mi hermano porque también ha estado pendiente de mi y de mi progreso y por qué sé que a pesar
de sus bromas sabia que podia légralo.

A mis abuelitos lvan Hermogenes Gomez y Oralia Rivera que, aunque ya no estan presentes con
nosotros me alentaron a no rendirme y sabian con certeza que logaria lo que me pudiera proponer,
gracias abuelita por sus desayunos y gracias abuelito por esperarme regresar a casa cada dia, por

sus esfuerzos y esperanzas puestas en mi.

Al Laboratorio Nacional por darme la oportunidad de realizar mi trabajo de graduacion y darme

los medios adecuados para llevarlo a cabo en sus instalaciones.

Gracias al jurado calificador por sus observaciones e intervenciones en el desarrollo de este trabajo,
por sus ensefianzas y paciencia y a todos aquellos que también contribuyeron con su conocimiento,

animo, alegria y motivacion a lo largo de este camino académico. Muchas gracias.

Kimberly Beatriz Jovel Gomez



DEDICATORIA

A mi padre José Wilfredo Jovel y a mi Madre Sara Jeannette Gomez de Jovel, por sus sacrificios,

consejos, animos y su fe puesta en mi, por no dejarme y apoyarme en cada paso que doy.

A mi hermano, para sepa que todo lo propuesto en esta vida se puede lograr con esfuerzo y

sacrificio y sobre todo con la fe puesta en Dios.
A mis abuelitos, por su amor, dedicacion y por siempre llevarme en sus oraciones.

Atentamente,

Kimberly Beatriz Jovel Gomez



INDICE GENERAL

Capitulo |

1.0 Introduccion

Capitulo 11

2.0 Objetivos

Capitulo 111

3.0 Marco Tedrico

3.1 Generalidades sobre los medicamentos
3.2 Generalidades del principio activo

3.3 Cromatografia

3.4 Generalidades sobre Cromatografia Liquida de alta eficiencia (HPLC)
3.4.1 Procedimiento

3.5 Método analitico

3.5.1 Tipos de métodos analiticos

3.6 Procedimientos analiticos que son objeto de validacion
3.7 Validacion de un método analitico
3.7.1 Exactitud

3.7.2 Linealidad

3.7.3 Precision

3.7.4 Especificidad

3.8 Documentacion de la Validacion

3.8.1 Protocolo de Validacion

3.8.2 Informe de validacion

3.8.3 Certificado de Validacion

Capitulo IV

4.0 Disefio metodoldgico

4.1 Tipo de Estudio

4.2 Investigacion Bibliogréafica

4.3 Ambito de aplicacion

Pag. N°

15

20
20
22
22
23
24
25
26
26
27
28
28
29
30
30
30
31
31

34
34
34
34



4.4 Parte experimental

Capitulo V

5.0 Resultados y discusion de resultados

5.1 Elaboracion de Protocolo para la validacion de Citicolina (como Citicolina
Sddica) en tabletas recubiertas por Cromatografia liquida de alta eficiencia

5.2 Anélisis de resultados obtenidos de la validacion de la metodologia analitica por
Cromatografia liquida de alta eficiencia para identificar y cuantificar Citicolina.
5.2.1 Especificidad

5.2.2 Linealidad del Sistema

5.2.3 Linealidad del Método-Exactitud

5.2.4 Precision: Repetibilidad y Precision Intermedia

5.2.5 Estabilidad de muestra

5.3 Informe de validacién del método analitico para la identificacion ycuantificacion
de Citicolina (como Citicolina sodica) en tabletas recubiertas de 500 mg por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

5.3.1 Introduccion

5.3.2 Alcance

5.3.3 Condiciones

5.3.4 Pardmetros a evaluar: Dictamen:

Capitulo VI

6.0 Conclusiones

Capitulo VII

7.0 Recomendaciones

Bibliografia

Glosario

Anexos

35

38

38

61

61
63
65
67
70

72

72

73

73

73

78

80



INDICE DE TABLAS

Tablas N°

1.

2.

10.

11.
12.

13.

Pardmetros de desempefio de los procedimientos analiticos fisicoquimicos

Preparacion de soluciones para linealidad del sistema

Preparacion de soluciones para linealidad del Método

Resultados de la prueba de Especificidad de las soluciones de muestra 'y

placebo

Recoleccion de datos obtenidos en el andlisis de linealidad del sistema

Resultados de la prueba de Linealidad del Sistema

Resultados obtenidos para el porcentaje de recobro

Resultados obtenidos de la prueba de linealidad del método

Resultados de la prueba de Precision (Repetibilidad-Precision intermedia)

Resultados del criterio de aceptacion con relacion al parametro Precision
(Repetibilidad- Intermedia)

Resultados de la prueba de estabilidad de la muestra analitica
Resultados de la prueba de estabilidad (Diferencia absoluta de la media
aritmética de cada condicion)

Dictamen de los pardmetros evaluados

Pag. N°
27

53

55

61-62
63

64

65

65-66
67

68

70
70

73-75



INDICE DE FIGURAS

Figura N° Pag. N°

o gk~ w b

Diagrama que muestra los componentes de un HPLC
Placebo de Producto sin degradar

Linealidad del sistema al nivel 100%

Linealidad del método al nivel 50%

Cromatograma de producto al 100%

Cromatograma de estandar de Citicolina Sodica al 100%

INDICE DE CUADROS

Cuadro N° Pag. N°

o ok~ wnF

Caracteristicas de estandar y producto terminado

Informacion de los equipos a utilizar

Informacion de los materiales a utilizar

Informacion de los reactivos a utilizar

Informacion de los estandares, muestras y placebo a utilizar
Numero de preparaciones e inyecciones por cada muestra en la

especificidad

25
62
64
66
69
69

40
41
42
43
43

46



INDICE DE ANEXOS

ANEXO N°

2 A

Formato de protocolo de validacion de metodologias analiticas

Férmulas matematicas utilizadas em cada uno de los pardmetros de validacion

Formato de hojas de calculo

Cascada de diluciones de los parametros de validacion

Imagen de columna y equipo utilizado en la validacion

Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 11.03.39:06 productos farmacéuticos.
Validacion de métodos analiticospara la evaluacion de la calidad de los medicamentos.
Reglamento técnico centroamericano RTCA 11.01.04:10 productos farmaceuticos.
Estudios de estabilidad de medicamentos para uso humano

Declaracion por parte de la organizacion mundial para la salud sobre los medicamentos
Monografia de Citicolina Sodica



RESUMEN

El presenta trabajo de investigacion tuvo por objeto principal proponer la validacion de una
metodologia analitica que identifica y cuantifica Citicolina (como Citicolina sédica) en tabletas
recubiertas de 500 mg por el método de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), utilizando
los equipos MERCK HITACHI modelos CHROMASTER Y PRIMAIDE.

La metodologia analitica aplicada para este producto fue desarrollada de forma interna en el
departamento de Investigacion y Desarrollo y posteriormente se redacté el protocolo de validacion
con el objetivo de evaluar los pardmetros de: Especificidad, Linealidad del sistema, Linealidad del
método-exactitud, Precision; repetibilidad incluyendo la precision intermedia y la estabilidad de la
muestra, pardmetros que son descritos por el RTCA 11.03.47:07 de Verificacion de Calidad. La
investigacion que se realizd en el &rea de Investigacion y Desarrollo de un Laboratorio Nacional,

ubicado en el departamento de San Salvador, en los meses de febrero a octubre del afio 2023.

A partir de los resultados obtenidos de cada uno de los pardmetros evaluados, se redact6 el informe
final de validacion para demostrar que la metodologia analitica es la adecuada para lo cual fue
disefiada. La metodologia se transfirio al departamento de Control de Calidad para ser aplicada al

producto y que éste pudiera ser liberado al mercado.

Los parametros estudiados revelaron resultados conformes a la normativa vigente y por tanto es
posible concluir que la validacion del método se llevé a cabo de manera exitosa y al mismo tiempo,
la metodologia desarrollada es la idonea para la cuantificacion e identificacion de Citicolina en

tabletas recubiertas de 500 mg.
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1.0 INTRODUCCION

En El Salvador, los medicamentos estan regidos bajo la Direccion Nacional de Medicamentos, la
cual es la entidad regulatoria encargada de velar por la calidad del medicamento, desde su
fabricacion hasta su comercializacion. Para que un Laboratorio fabricante de medicamentos pueda
comercializar sus productos, es necesario que cumpla con todos los requerimientos establecidos
por la misma, que cumpla la con la calidad debida que garantice su eficacia y seguridad al ser
administrados. Para garantizar la calidad de los medicamentos, se requiere que se cumpla con
Buenas Précticas de Manufactura, Buenas Practicas de Laboratorio como prioridad, pero también,
que el procedimiento analitico aplicado a cada forma farmacéutica para su analisis esté
debidamente validado y cumplir con el Reglamento Teécnico Centroamericano (RTCA)
11.03.47:07 “Buenas Practicas de Manufactura de la industria farmacéutica” el cual menciona que

todos los métodos analiticos deben estar escritos, aprobados y validados.

En este trabajo de investigacion, el objetivo principal fue demostrar mediante la experimentacion,
que la metodologia para identificar y cuantificar Citicolina en tabletas recubiertas de 500 mg, es
adecuada para su propoésito, es decir, validados. Dicha comprobacion se realizd mediante
Cromatografia Liquida de alta eficiencia (HPLC) en equipos MERCK HITACHI, modelos
CHROMASTER y PRIMAIDE.

La descripcion de los parametros evaluados para esta validacion, se encuentra en el RTCA
11.03.36:06 “Validacion de métodos analiticos para la evaluacion de la calidad de los
medicamentos”. Los parametros evaluados fueron; Selectividad/ Especificidad, Linealidad de
sistema, Linealidad de método/ exactitud, Precision (repetibilidad e intermedia) y la Estabilidad de
la muestra analitica, parametros que fueron comprobacion de idoneidad del método aplicado a la
forma farmacéutica en evaluacion. De igual forma, la guia ICH (International Conference on
Harmonization) de “Validacion de procedimientos analiticos Q2(R2)”, nos indica desde el
Protocolo de Validacién, el desarrollo de la validaciéon y los reportes de la validacién. Los
resultados obtenidos y procesados mediante formulas matematicas contenidas en documentos de
Excel, fueron registrados en los informes de validacion, emitiendo dictamen final de la validacion

en su totalidad.
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Una vez realizada la parte experimental y obteniendo resultados conformes para cada uno de los
pardmetros evaluados de la validacion, se realizd el protocolo de validacion a partir de estos
resultados, con el fin de comprobar y demostrar que el método identifica y cuantifica Citicolina

sodica en tabletas de 500 mg.

Se concluye que la validacion propuesta para la metodologia que identifica y cuantifica Citicolina
en tabletas de 500 mg por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia, es adecuada e idonea
para lo que fue desarrollado y propuesto. Por lo tanto, este método esta apto para ser transferido al
departamento de Control de calidad para su uso y aplicacion en este medicamento antes de ser

liberado a su comercializacion.

La validacion se realizé en los meses de febrero a octubre del afio 2023, los informes y toda la
documentacién se encuentra en el area de Investigacion y Desarrollo del Laboratorio Nacional

ubicado en el departamento de San Salvador, El Salvador.



CAPITULO 11

OBJETIVO



2.0 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Proponer la validacion del método analitico para la identificacion y cuantificacion de
Citicolina (como Citicolina Sddica) en tabletas de 500mg por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC)

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1 Elaborar el protocolo de validacion del método de cromatografia liquida de alta eficiencia

para la cuantificacion de Citicolina sddica en tabletas de 500 mg.

2.2.2 Desarrollar los parametros de desempefio de la validacion del método analitico para la

cuantificacion de Citicolina s6dica contenida en tabletas.

2.2.3 Identificar el principio activo Citicolina en tabletas de 500 mg, por medio de

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.

2.2.4 Cuantificar la cantidad de Citicolina en tabletas de 500mg, por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiencia.

2.2.5 Redactar el reporte de validacion con sus respectivos resultados y criterios de aceptacion



CAPITULO 111
MARCO TEORICO
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3.0 MARCO TEORICO

La validacién es un procedimiento que proporciona resultados documentables obtenidos por una
serie de experimentos, que prueban mediante una serie de parametros aplicables a una muestra, que
el método analitico evaluado es el indicado para comprobar la calidad de la muestra en
investigacion, con un alto grado de seguridad, exactitud y precision, por medio de diferentes
técnicas. Los resultados obtenidos son evidenciados en un protocolo de validacion que describe la
metodologia que cuantifica e identifica al o los analitos de interés, que en este caso se identifico y
cuantifico Citicolina en tabletas de 500 mg, por medio de Cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), técnica que nos brinda resultados confiables debido al procesamiento de las muestras,

Ilevandonos a emitir las conclusiones y dictamen final.
3.1 Generalidades sobre los medicamentos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define los Medicamentos como toda preparacion o
producto farmacéutico empleado para la prevencion, diagndstico y/o tratamiento de una
enfermedad o estado patoldgico, o para modificar sistemas fisiolgicos en beneficio de la persona

a quien se le administra. (s).

- Medicamentos psicoestimulantes: son un grupo de sustancias que aumentan el estado de
alerta, disminuyen la sensacién de fatiga, elevan el estado de animo, incrementan la iniciativa,
la confianza, la capacidad de atencién y concentracion, asi como las actividades motoras y

verbales. (g).

- Medicamentos nootrdpicos: Son sustancias capaces de amplificar las capacidades cognitivas
y que se encuentran de forma natural en algunos alimentos. Los diferentes nootropicos
funcionan activando distintos neurotransmisores, con efectos sobre la conducta y capacidad
mental. Ademas, aumentan el riego sanguineo y funcionan activamente contra el dafio celular

del cerebro y el declive cognitivo. (10

- Forma farmacéutica: Es la forma fisica que se le da a un medicamento, la cual facilita la
dosificacion del o de los principios activos para que puedan ejercer su accion en el lugar y

tiempo.
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Comprimidos: Los comprimidos son formas farmacéuticas solidas de dosificacion unitaria,
obtenidas por compresion mecanica de granulados o de mezclas pulverulentas de uno o varios
principios activos, con la adicion, en la mayoria de los casos, de diversos excipientes. Se cree
que John Wyeth (1), fundador de la compafiia farmacéutica homonima, y su hermano Frank, de
Filadelfia, fueron los primeros en utilizar el término ‘Compressed Tablet’ y en registrarlo, en
1877, para proteger y restringir su uso. Esta forma farmacéutica se estren6 en Europa en 1906,

con su inclusion en el formulario oficial francés. (12)

Los comprimidos constituyen en la actualidad la forma farmacéutica solida mas administrada
por via oral. Contienen uno 0 mas principios activos (y diversos excipientes), llamados a veces
coadyuvantes, y se obtienen por compresion de la mezcla resultante de unos y otros
componentes. Las formas, el tamafio y el peso de los comprimidos pueden variar sensiblemente
de unos a otros. Por lo general, el tamafio se situa entre 5y 17 mm; el peso, entre 0,1y 1,0 g, y
la forma puede ser redonda, oblonga, biconvexa, ovoide, etc. (1g).

Comprimidos recubiertos: Son comprimidos (nucleos) recubiertos con una pelicula, que
contiene el o los principios activos y aditivos, generalmente de superficie convexa; tal
recubrimiento obedece a varios motivos, por ejemplo, enmascarar sabores y olores
desagradables, proteccion del mismo y disminuir la irritacion gastrointestinal. (11

Principio activo: Es toda sustancia o mezcla de sustancias destinadas a la fabricacién de un
medicamento y que, al ser utilizadas en su produccion, se convierten en un componente activo
de dicho medicamento destinado a ejercer una accion farmacoldgica, inmunoldgica o
metabolica con el fin de restaurar, corregir o modificar las funciones fisioldgicas, o de establecer

un diagnéstico.

Procedimiento analitico oficial: Descripcion detallada de los pasos necesarios para aplicar un
método analitico estandarizado y validado contenido en las bibliografias de referencias oficiales,
segun listado armonizado por los Paises de la Region Centroamericana (Resolucion 93-2002,
COMIECO 24, septiembre 2002. (3
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- Procedimiento analitico no oficial: Descripcion detallada de los pasos necesarios para aplicar
un método analitico desarrollado por el fabricante para la verificacion de la calidad de su

producto. (3)
3.2 Generalidades del principio activo

Citicolina pertenece al grupo de medicamentos Ilamados psicoestimulantes y nootropicos, que

actian mejorando el funcionamiento cerebral. Esta indicado en:

- Accidentes cerebrovasculares, que es una interrupcién del suministro de sangre en el
cerebro por un coagulo o por rotura de vaso sanguineo.

- Traumatismo craneano reciente, que es un golpe en la cabeza.

- Tratamiento complementario de las manifestaciones de insuficiencia vascular cerebral y de
sus secuelas tanto neuroldgicas como aquellas referidas a la disminucion del rendimiento

de tipo intelectual y psiquico.
Indicaciones terapéuticas

No tomar este tipo de medicamento si presenta alergia a la citicolina sddica o si padece hipertonia
del sistema nervioso parasimpatico, que es un estado grave con presion arterial baja, sudoracion,

taquicardia y desmayos.
Advertencias y precauciones

En el tratamiento de accidente cerebrovascular deberd comenzarse la administracion del
medicamento, preferentemente dentro de las primeras 6 horas de haber ocurrido el evento. En caso

de hemorragia intracraneal se aconseja no superar la dosis de 600 mg/dia.
Posologia y método de administracion

Nifios y pacientes menores de 18 afos, la experiencia es limitada, por lo que solo deberia
administrarse si su médico lo considera necesario. Para pacientes geriatricos se requiere adecuacion

de la dosis.
3.3 Cromatografia

La cromatografia comprende un conjunto de técnicas que tienen como finalidad la separacion de

mezclas basandose en la diferente capacidad de interaccion de cada componente en otra sustancia.
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De forma general, consiste en pasar una fase mévil (una muestra constituida por una mezcla que
contiene el compuesto deseado en el disolvente) a través de una fase estacionaria fija solida. La
fase estacionaria retrasa el paso de los componentes de la muestra, de forma que los componentes
la atraviesan a diferentes velocidades y se separan en el tiempo. Cada uno de los componentes de
la mezcla presenta un tiempo caracteristico de paso por el sistema, denominado tiempo de
retencion. Cuando el tiempo de retencion del compuesto deseado difiere del de los otros

componentes de la mezcla, éste se puede separar mediante la separacién cromatogréafica.
3.4 Generalidades sobre Cromatografia Liquida de alta eficiencia (HPLC)

La Cromatografia liquida de alta eficiencia o High performance liquid chromatography (HPLC),
es una técnica utilizada para separar componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de
interacciones quimicas entre las sustancias analizadas y la columna cromatografica la cual es su
fase estacionaria. La utilizacion de esta técnica tiene la ventaja que las separaciones pueden tener
lugar a temperatura ambiente para muchas sustancias. Por lo tanto, las sustancias no volatiles o
térmicamente inestables pueden separarse sin descomposicion o necesidad de hacer derivados
volatiles. La afinidad de una sustancia por la fase estacionaria y, por consiguiente, su tiempo de
retencion en la columna, se controla variando la polaridad de la fase movil mediante el agregado

de un segundo y, a veces, un tercer o hasta un cuarto componente.

Analito: Sustancia contenida en la muestra sometida a analisis

Blanco, placebo o matriz de la muestra: Muestra preparada para la lectura final pero que no

contiene analitos

Muestra: Producto resultante de una operacion de muestreo. EI muestreo debe ser representativo

y con un determinado caracter aleatorio.
Fase estacionaria: Puede ser un solido, un liquido absorbido sobre un sélido o un gel, puede estar
empacada en una columna, extendida como una capa, distribuida como pelicula o aplicada

mediante otras técnicas.

Fase mavil: Puede ser gaseosa, liquida o un fluido supercritico.
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Sistema de bombeo: Este impulsa cantidades exactas de fase moévil desde el Reservorio de fase
movil a la columna mediante tuberias y uniones aptas para soportar altas presiones. Los sistemas
modernos constan de una o varias bombas dosificadoras, controladas por computadora, que pueden
programarse para variar la composicion de la fase movil cuando se trabaja con gradiente o para

mezclar los componentes de la fase movil cuando se trabaja en condiciones isocraticas.

Sistema de inyeccion: Se emplea para introducir la muestra

Columna cromatografica: En esta ocurre la separacion de los componentes de la muestra
inyectada. Poseen diferentes tamarios de particulas, longitud, didmetro. En algunos casos las
columnas pueden calentarse para mejorar la eficiencia durante la separacion, pero rara vez se las
emplea a temperaturas por encima de los 40°C, debido a una potencial degradacion de la fase
estacionaria o a la votalidad de la fase movil.

Detector: Generalmente se emplean detectores espectrofotométricos los cuales constan de una
celda de flujo colocada a la salida de la columna. Un haz de radiacion ultravioleta pasa a través de
la celda de flujo en forma perpendicular a la direccion del flujo de la fase movil e incide en el
fotodetector. A medida que las sustancias eluden de la columna, pasan a través de la celda y
absorben la radiacion, lo que da lugar a cambios cuantificables en el nivel de energia. Los
detectores de longitud de onda variable pueden programarse para variar la longitud de onda durante

el andlisis.

Registrador: Recibe la informacion del detector y realiza la impresion del cromatograma. Los
dispositivos modernos almacenan la sefial de salida del detector permitiendo reprocesar el
cromatograma luego de cambiar las variables de integracion. También pueden emplearse para

programar el cromatdgrafo controlando la mayoria de las variables y automatizando el proceso.

3.4.1 Procedimiento (13).

La composicion de la fase maévil influye significativamente en la resolucion de las sustancias en la
muestra. Se deben emplear solventes de grado HPLC y reactivos de alta pureza. Se debe equilibrar
la columna con la fase movil y preparar las soluciones estandar y muestra segun se especifique en

la monografia correspondiente. Las soluciones deben ser filtradas, y en el sistema cromatografico
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se deben de adecuar segun se especifica en la monografia correspondiente. Inyectar por separado
las soluciones estandar y muestra, registrar los cromatogramas y medir las respuestas de los picos
segun se especifique en la monografia correspondiente. A partir de los valores obtenidos calcular
el contenido de la o las sustancias a ensayar. Los métodos generalmente empleados son los de
estandar externo y estandar interno. En general se obtienen resultados confiables por los sistemas
de estdndar externo, especialmente cuando se emplean inyectores automaticos. Este método
compara directamente la respuesta obtenida cromatografiando separadamente soluciones estandar
y muestra. Se presenta a continuacion los componentes en general, de la técnica de HPLC. (Ver
Figura N°1).

Muestra
—p
Bomba O Inyector
impulsion
Depésito
fase movil
l Columna
Detector

patos: | @ — I:‘ |:|

r—J lrooo

Desecho

Figura N°1. Diagrama que muestra los componentes de un HPLC?®
3.5 Meétodo analitico

Es una adaptacion especifica de una técnica analitica para un propdsito de medicion seleccionado,

en la cual se identifican los recursos materiales y el procedimiento (14).

Los métodos analiticos deben de desarrollarse antes de la etapa de produccién del producto, pueden
mejorarse y optimizarse a medida que avanza el estudio. Estos deben ser validados de acuerdo con

los requisitos reglamentarios antes de su uso.
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3.5.1 Tipos de métodos analiticos

Metodo Normalizado Se trata de un método de ensayo normalizado, que se aplica
exactamente como esta descrito en referencias reconocidas internacionalmente. Ejemplos
de referencias reconocidas: USP, FEUM, EP, BP, JP, IP, AOAC, Standard Methods, EPA,
PAM, CIPAC, ASTM, ASHTO, ISO, Codex Alimentarius, FDA, FAO, CE, USDA, otras

referencias seran evaluadas.

Método Normalizado modificado Se trata de una modificacion a un método de ensayo
normalizado. Ejemplos: un método de extraccion diferente o la aplicacion del método en

una matriz diferente a la indicada, aplicacion del método en rangos distintos trabajos.

Método no normalizado Se trata de un método de ensayo que no Se encuentra en

referencias reconocidas internacionalmente.

3.6. Procedimientos analiticos que son objeto de validacion

Se deben validar los siguientes procedimientos analiticos quimicos, fisicos y microbioldgicos:

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

presente(s) en una muestra determinada

Categoria Il: pruebas para la determinacidon del contenido de impurezas o de valores
limites para el control de impurezas. Pueden ser pruebas cuantitativas o una prueba
cualitativa para determinar si la impureza esta presente en la muestra por encima o por
debajo de un valor limite especificado. Cualquiera de los dos pretende reflejar con exactitud
las caracteristicas de pureza de la muestra. Los parametros de validacion requeridos por una

prueba cuantitativa son diferentes a los de una prueba cualitativa de cumplimiento de limite.

Categoria Il1: pruebas fisico quimicas de desempefio. Constituyen procedimientos de
ensayo que miden caracteristicas propias del desempefio del medicamento, por ejemplo, la
prueba de disolucion. Las caracteristicas de la validacion son diferentes a las de las otras

pruebas, aunque las pueden incluir.



27

- Categoria IV: pruebas de identificacion. Aquellas que se realizan para asegurar la
identidad de un analito en una muestra. Esto normalmente se realiza por comparacion de
una propiedad de la muestra, contra la de un estandar de referencia, por ejemplo, espectros,

comportamiento cromatogréafico, reactividad quimica y pruebas microcristalinas.

Tabla N°1. Parametros de desempefio de los procedimientos analiticos fisicoquimicos®

Caracteristi Categoria Il
aracteristicas . ] .
~ Categoria Categoria | Categoria
de desempeno | Analisis Pru.eb.as m IV
analitico cuantitativos | de limite
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si No Si No
Limite de N
deteccion No No Si * 0
Limite de N
cuantificacion No Si No * 0
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

*Puede requerirse segun la naturaleza del ensayo

3.7 Validacion de un método analitico

Establece pruebas documentales que demuestran cientificamente que un método analitico tiene las
caracteristicas de desempefio que son adecuadas para cumplir los requerimientos de las
aplicaciones analiticas pretendidas. Implica la demostracion de la determinacion de las fuentes de
variabilidad y del error sistematico y al azar de un procedimiento, no s6lo dentro de la calibracién

sino en el analisis de muestras reales (3

Las caracteristicas de desempefio analitico habituales que deben considerarse en la validacion son:
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3.7.1 Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia entre el valor que se
acepta, ya sea como un valor verdadero convencional o un valor de referencia aceptado y el valor
encontrado. La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la cantidad valorada con
respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, o como la diferencia entre la media

de la valoracién y el valor verdadero aceptado, considerando los intervalos de confianza.

Los documentos de ICH recomiendan que se evalue la exactitud utilizando un minimo de nueve
determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion, cubriendo el intervalo
especificado (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada

concentracion).
Criterios de aceptacion:

El Intervalo de confianza (IC,) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del porcentaje

de recobro se incluya en el intervalo: (15
- 98 -102% si el método es cromatografico,
El coeficiente de variacion (CV) del porcentaje de recobro:
- No debe ser de 2% si el método es cromatogréfico,
Cualquier otro criterio de aceptacidn debe ser justificado.
3.7.2 Linealidad (2)

La linealidad puede demostrarse directamente en el farmaco (por dilucion de una solucion madre
patron) y / o pesadas separadas de mezclas sintéticas de los componentes del producto, usando el
procedimiento propuesto. El dltimo aspecto puede ser estudiado durante el transcurso de la

investigacion.

La linealidad debe evaluarse mediante inspeccion visual de un grafico de sefales en funcion de
concentracion o contenido del analito. Si existe una relacion lineal, los resultados de la prueba
deben evaluarse mediante métodos estadisticos apropiados, por ejemplo, mediante el célculo de
una linea de regresiéon por el método de minimos cuadrados. En algunos casos, para obtener

linealidad entre los ensayos y las concentraciones de la muestra, es posible que los datos de prueba
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deban someterse a una transformacion matematica previa al anélisis de regresion. Datos de la
propia linea de regresion pueden ser Utiles para proporcionar estimaciones matematicas del grado

de linealidad.

El rango especificado normalmente se deriva de estudios de linealidad y depende de la aplicacion
prevista del procedimiento. Se establece al confirmar que el procedimiento analitico proporciona
un grado aceptable de linealidad y precision cuando se aplica a muestras que contienen cantidades

de analito dentro o en el extremo del rango especificado del procedimiento analitico.
Para el establecimiento de la linealidad se recomienda un minimo de 5 concentraciones.
3.7.3 Precision

Expresa el grado de concordancia entre una serie de mediciones individuales obtenidas de multiples
muestreos de una misma muestra homogénea original o bien a partir de varias muestras obtenidas
por dilucion de la muestra bajo condiciones establecidas. Existen dos formas comunes de

determinacion:

- Repetibilidad: Los analistas deben evaluar el método analitico midiendo las
concentraciones de seis estandares separados al 100% de la concentracion de la prueba de
ensayo. Alternativamente, pueden medir las concentraciones de tres réplicas de tres
muestras a diferentes concentraciones. Las tres concentraciones deben estar lo
suficientemente cerca para que la repetibilidad sea constante en todo el rango de
concentracion. En este caso, la repetibilidad en las tres concentraciones se combina para
compararla con los criterios de aceptacion.

Criterios de aceptacion: la desviacion estandar relativa es no mas de 2,0 % para el producto

farmacoldgico ensayo.

- Precisién intermedia: los analistas deben establecer el efecto de los eventos aleatorios en
la precision analitica del método. Las variables tipicas incluyen realizar el analisis en
diferentes dias, usar diferentes instrumentos o tener dos o0 mas analistas. Realizar el método
debe tener como minimo, cualquier combinacion de al menos dos de estos factores que

totalicen seis experimentos. Esto proporcionara una estimacion de precision intermedia.



30

La precision de un procedimiento analitico se expresa generalmente como la varianza, la
desviacion estandar o el coeficiente de variacion de una serie de mediciones. La precision
de un procedimiento analitico se determina mediante el analisis de un numero suficiente de
alicuotas de una muestra homogénea que permita calcular estadisticamente estimaciones
validas de la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion). Los analisis en este
contexto son andlisis independientes de muestras que se han llevado a cabo mediante el
procedimiento analitico completo, desde la preparacion de las muestras hasta el resultado

final de las pruebas. (2

3.7.4 Especificidad

Capacidad de evaluar, medir e identificar simultdnea o separadamente, los analitos de interés de
forma inequivoca sin interferencias de impurezas, productos de degradacion, compuestos
relacionados, excipientes u otras sustancias previsibles presentes en la matriz de la muestra. (7y Los
documentos de ICH afirman que cuando se utilizan procedimientos Cromatograficos, deberan
presentarse cromatogramas representativos para demostrar el grado de selectividad y los picos
deberén identificarse adecuadamente. Las pruebas de pureza de picos (por ejemplo, utilizando
arreglo de diodos o espectrometria de masas) pueden resultar Utiles para demostrar que el pico

Cromatogréficos del analito no puede atribuirse a mas de un solo componente.
3.8 Documentacion de la Validacion (3)

Toda validacion comienza a partir de un método ya aprobado, La validacion es el establecimiento
de la evidencia documental de que un procedimiento analitico conducird, con un alto grado de
seguridad, a la obtencidn de resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los
atributos de calidad previamente establecidos. Dicha evidencia documental debe ser siempre

documentada de acuerdo a lo siguiente:
3.8.1 Protocolo de Validacion

El protocolo de validacion debe contener informacion sobre los objetivos previstos del
procedimiento analitico y los pardmetros de desempefio y sus criterios de aceptacion. El protocolo
de validacion es especifico para cada método el cual a su vez es especifico para cada producto.

Consta de las siguientes partes:
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- El encabezado que contiene el nimero de validacion, numero de pégina, logo de la empresa
y el nombre del método analitico para el producto que fue validado.

- Titulo

- Objetivos

- Alcance

- Descripcién del equipo de validacion (miembros, responsabilidades)

- Parametros a evaluar y resumen de las caracteristicas

- Informacidn general sobre reactivos usados, materiales, equipos, muestras, placebo, etc.

- Condiciones de trabajo

- Descripcidn paso a paso de la realizacion de la validacién

- Anexos

3.8.2 Informe de validacion

Los resultados del estudio de validacién deben resumirse en un informe de validacion. En este se
evallan los resultados obtenidos contra los criterios de aceptacion de cada parametro. Al igual que

las conclusiones y la aceptacion del método analitico. Incluye las siguientes partes:

- Titulo de la Validacion

- Resultados obtenidos

- Analisis de los resultados

- Comparacién de resultados contra criterios de aceptacion
- Observaciones

- Conclusiones

- Dictamen

- Anexos

3.8.3 Certificado de Validacion

Es el documento final, una vez realizada la validacion obteniendo resultados conformes, su
documentacién finalizada, se procede a realizar el certificado, plasmandolos resultados obtenidos
en cada parametro. Este documento es la aprobacion final, firmado por las personas a las que les

corresponde. Consta de:



Un resumen del protocolo

Nombres de los responsables
Resumen de los resultados obtenidos
Conclusiones

Dictamen
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CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de Estudio

- Estudio Experimental: Se realiz6 la validacion del método analitico del contenido de Citicolina
Base que se utiliza en las formas farmacéuticas solidas comercializadas en el Area Metropolitana
de San Salvador, llevandose a cabo el andlisis de 20 comprimidos recubiertos de Citicolina Sodica,

de un mismo lote (0612422) en las instalaciones de un Laboratorio Nacional Privado.

- Estudio Descriptivo: Se detalla el procedimiento para realizar la validacion por medio de la

técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia.

4.2 Investigacion Bibliogréafica

Se realizd en las siguientes bibliotecas:

- Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.
- Central de la Universidad de EIl Salvador (UES).

- Farmacopea de Los Estados Unidos de América (USP)

- Internet

4.3 Ambito de aplicacion

Metodologia analitica de Citicolina (Como Citicolina Sédica)

Muestra: Formas farmacéuticas solidas recubiertas con el principio activo de Citicolina
comercializadas en El Salvador.

Cantidad de muestra: La presentacion del producto es de una caja por 10 comprimidos En total se

utilizaron dos cajas, es decir, 20 comprimidos.

Los parametros de linealidad del sistema, linealidad del método y preparacion de estandares, se

realizaron con un estandar secundario.
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Datos de Estandar Secundario
Nombre: Citicolina Sodica

Lote 200230061021

Fecha de Vencimiento: 01/09/2025
% pureza:

% Humedad:

Los parametros de precision, precision intermedia y especificidad, se realizaron con la cantidad de

muestra ya declarada.

Datos de la muestra:

Nombre: Citicolina 500mg (como Citicolina S6dica) Comprimidos Recubiertos
Lote: 0612422

Vence: 06/2024

4.4 Parte experimental

Para la realizacion de la validacion del método analitico que identifica y cuantifica Citicolina (como
Citicolina Sadica) en tabletas recubiertas, se elabord un protocolo de validacion (Ver ANEXO N°1
y protocolo de validacién en el capitulo V. resultados y discusion de resultados) en el cual se detalla
lo resultados y discusion de resultados, este contiene los objetivos, equipo de validacion, es decir,
los miembros, sus roles y responsabilidades, los parametros evaluados, resumen de las
caracteristicas del estandar y el producto terminado, al igual que la informacién general de los
equipos utilizados, materiales, reactivos, datos sobre el estandar (lote, pureza, etc.), de muestra y
placebo, la preparacion de reactivos, las condiciones cromatograficas a las que se trabajaron, la
descripcion de la validacion y los parametros que se evaluaron, juntos con los criterios de

aceptacién de cada uno, sus formulas y finalmente la bibliografia utilizada.

El proceso para realizar la validacion del método analitico para identificar y cuantificar Citicolina
(como Citicolina Sodica) en tabletas recubiertas se realizo con la técnica de cromatografia liquida
de alta eficiencia, utilizando un equipo MERCK HITACHI modelo CHROMASTER por el primer
analistay un MERCK HITACHI modelo PRIMAIDE para el segundo analista, la columna utilizada
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fue una Bondapack C18 300 mm x 3.9 mm (10um) (ver ANEXO N°5) a una temperatura de 25°C,
flujo de 1.0mL/min, longitud de onda de 210nm, volumen de inyeccion: 10 pL, diluyente: agua
purificada. Toda la cristaleria, balanzas, y equipos, utilizada cuenta con su calibracion y

certificacion y reactivos de calidad HPLC.

Como parte del paso final de una validacion, se elaboro el informe, conteniendo los resultados
obtenidos para cada parametro evaluado, sus criterios de aceptacion y su respectivo dictamen,
conclusiones y recomendacion, emitiendo un dictamen final para todo el proceso del desarrollo de

la validacion del método analitico.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADQOS

En este capitulo se detalla el desarrollo, analisis y resultados de cada parametro de desempefio
evaluado para la validacion de método analitico para la identificacion y cuantificacion de Citicolina

(como Citicolina Sadica) en tabletas recubiertas por cromatografia liquida de alta eficiencia.

5.1 Elaboracion de Protocolo para la validacion de Citicolina (como Citicolina Sodica) en

tabletas recubiertas por Cromatografia liquida de alta eficiencia.

El protocolo contiene la informacion necesaria y detalla sobre el procedimiento de la validacién
para un método y producto especifico, ademas, de los célculos y criterios de aceptacion para cada

pardmetro aplicable al producto objeto de estudio y la bibliografia utilizada para su redaccion.

A continuacidn, se presenta el protocolo elaborado para la validacion de método analitico para la
identificacion y cuantificacion de Citicolina (como citicolina sddica) en tabletas recubiertas de 500

mg por cromatografia liquida de alta eficiencia.
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LOGO "
PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PAGINA

ANALITICO 1DE

VALIDACION N°: 01

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

1. Objetivo:

Comprobar mediante calculos estadisticos que el método analitico utilizado para la identificacion
y ensayo del principio activo Citicolina en el producto de Comprimidos Recubiertos de 500mg
utilizando la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) es confiable y retne las
capacidades de desempefio necesarias para cumplir con la aplicacién propuesta de acuerdo con los

requisitos analiticos establecidos.

2. Alcance:

Aplica para la identificacion y ensayo, para el principio activo de Citicolina en el producto

terminado de Comprimidos Recubiertos de 500mg.
3. Equipo validacion: miembros, roles y responsabilidades

Analista de Desarrollo y Validacion de Métodos Analiticos es el encargado de la elaboracion de
protocolos, de la ejecucidn del andlisis, revision de resultados y discusion de resultados.

Coordinador de Desarrollo y Validacion Métodos Analiticos es el encargado de la revisién del

protocolo, revision de resultados y discusion de resultados.

Lider de Investigacion y Desarrollo es el encargado de la aprobacion del protocolo y de la

validacion, metodoldgica.
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LOGO

VALIDACION N°: 01

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO
ANALITICO

PAGINA
1 DE

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

4. Paradmetros a evaluar:

Especificidad, Adecuabilidad del sistema, Linealidad de sistema, Linealidad de método-exactitud,

Precision (Repetibilidad intermedia), Estabilidad analitica de la muestra

5. Resumen de las caracteristicas:

Cuadro N°1. Caracteristicas de estandar y producto terminado

Nombre del
Estandar
Secundario

Formula molecular

Citicolina Sodica C14H27NaNaO11P2
Nombre de
Producto
Terminado

Formula molecular

Comprimido
recubierto (con
recubierta de
pelicula)
(citicolina 500mg)

C14H26N4011P>

Peso
Molecular

510.31 g/mol

Peso
Molecular

488.32 /mol

Descripcion

Polvo cristalino
blanco.

Descripcion

Comprimido
recubierto de color
blanco oblongo,
biconvexo, con
ranura central en
ambas caras.
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LOGO

VALIDACION N°: 01

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO
ANALITICO

PAGINA
1 DE

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

6. Informacién general:

Equipo

Cromatdgrafo
Liquido de
Alta Eficiencia

Cromatografo
Liquido de
Alta Eficiencia

Balanza
analitica

pH metro

Bomba de
vacio

Agitador
Ultrasonido

Estufa

Cuadro N° 2. Informacidn de los equipos a utilizar

Cadigo
Interno

EID-030

(HPLC-10)

ECC-069
(HPLC-07)

BAL-013

EID-011

EID-029

ECC- 086

ECC-127

Descripcion

Cromatografo Liquido de
Alta Resolucion: Modelo
CHROMASTER, Marca:
MERCK HITACHI (ver
anexo 19)
Cromatografo Liquido de
Alta Resolucion Modelo
PRIMAIDE Marca:
MERCK HITACHI.
Balanza analitica
electronica: Marca:
METTLER TOLEDO,
Modelo: MS105DU.
pH Metro: Modelo
FE20/EL20, Marca
METTLER TOLEDO.
Bomba de vacio: Marca
GAST,
Modelo DOA-P704-AA
Marca: BRANSON.
Modelo M8800H,
Marca: LAB
COMPANION
Modelo: ON-11E
Serie: Z065268

NO
Reporte/Cer
tificado

4963-0822

4961-0822

IPP04220429
MT

QUI0121121
S5RD

N/A

N/A

MIT0221070
9RR

Fecha de Calib.

[Calific

26-08-2022

26-08-2022

29-04-2022

15-12-2021

N/A

N/A

14-07-2021
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LOGO
PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO

VALIDACION N°: 01

ANALITICO

PAGINA
1 DE

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

7.

Materiales:

Cuadro N°3. Informacion de los materiales a utilizar

Descripcion Cantidades
Micro espatula 1
Balones volumétricos de 1000.0mL 1
Balones volumétricos de 200.0mL 1
Balones volumétricos de 50.0 mL 22
Balones volumétricos de 25.0 mL 22
Balones volumétricos de 20 mL 6
Balones volumétricos de 10 mL 7
Capsula de porcelana 2
Pipetas volumétricas de 1.0 mL 3
Pipetas volumétricas de 3.0 mL 1
Pipetas volumétricas de 5.0 mL 3
Pipetas volumétricas de 15.0 mL 1
Beaker graduado de 100 mL 2
Beaker graduado de 50 mL 2
Probeta graduada de capacidad de 1000 mL 1
Probeta graduada de capacidad de 500 mL 1
Agitador de vidrio 1
Jeringas descartables de 10 mL 3
Filtro jeringa de nylon de 0.45 um 20
Reservorios de HPLC 5
Kit de filtracion 1
Filtro de membrana de 0.45 um 6
Tapones de viales HPLC 43
Viales de HPLC 43

Septum 43
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LOGO
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8. Reactivos:

Cuadro N°4. Informacion de los reactivos a utilizar

Reactivo Codigo Marca Cas
(in'fgfgj)masm Monobasico 0101730 Merck 7778-77-0
Hidroxido de Sodio (NaOH) 7100981 Merck 1310-73-2
Acetonitrilo grado HPLC (CH3CN) 7100231 J. T Beaker 75-05-8
Metanol HPLC (CH30H) 7100035 J. T Beaker 67-56-1
Agua Destilada (H20) VAPI-03 N/A N/A

9. Estandares, muestray placebo:

Cuadro 5. Informacion de los estandares, muestras y placebo a utilizar

Nombre Descripcion Lote Potencia Vence
Citicolina Sodica = Estandar secundario = 200230061021 99.8% 01/09/25
Comprimidos
Recubiertos Producto terminado 0612422 N/A 06/2024
500mg
Placebo de
Comprimidos Excipientes IP-020522 N/A 02/05/2024

Recubiertos
500mg
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10. Preparacion de reactivos:

- Solucion Buffer Fosfato pH 7.0:

Pese 3.40 g de Fosfato de potasio monobasico en un beaker de 50 mL de capacidad, transfiera
cuantitativamente a un balon aforado de 1000 mL de capacidad con ayuda de 500 mL de agua
purificada y disuelva sobre plancha de agitacion con ayuda de un agitador magnético. Ajuste el pH
a 7.0 (z0.1) con Hidroxido de sodio al 50% lleve a volumen con agua purificada y mezcle. Filtre

por membrana de 0.45 um y desgasificar en ultrasonido por 5 minutos.

- Hidrdxido de sodio al 50%:
Pese 25.0 g de hidroxido de Sodio en beaker de 100 mL, agregar 50 mL de agua purificada y

disuelva sobre la plancha de agitacién con ayuda de un agitador magnético.

- Fase Mdvil: Solucién Buffer Fosfato pH 7.0: 100%. Filtrar por membrana de nylon de 0.45 pm.

Almacenar en reservorio para fase movil, identificar y ultrasonificar por cinco (5) minutos.

11. Condiciones de trabajo

11.1 Condiciones Cromatograficas

Aparato: Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia (HPLC)
Detector: Ultravioleta
Longitud de onda: 210 nm

Columna: Bondapack C18 (300 mm x 3.9 mm) * (10um)
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Pre-Columna: No aplica
Temperatura: 25°C

Flujo fase movil: 1.0 mL/ min
Volumen a inyectar: 10 pL
Tiempo de retencion + 3.5 minutos

) o 60 minutos, o el tiempo necesario para que cumpla
Tiempo de estabilizacion: ]
prueba de ruido

Tiempo de corrida: 10 minutos

Platos tedricos N>2000

Asimetria <2.0
Porcentaje de coeficiente de variacion %CV <2.0%

Nota: Los pardmetros de Adecuabilidad del sistema: Numero de Platos tedricos (N), Asimetria
(Asym) y % de Coeficiente de Variacion (CV), se tomaran de las cinco (5) inyecciones

consecutivas del estandar secundario a la concentracion de trabajo.

11.2 Condiciones de la estufa:

Tiempo: 1 hora

Temperatura: 105°C
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12 DESCRIPCION DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO
12.1 Parametro de Validacion: ESPECIFICIDAD
12.1.1 Metodologia

Consiste en preparar las siguientes soluciones sin/con degradacion y consiste en realizar dos (2)
preparaciones e inyectar dos (2) inyecciones consecutivas de cada preparacion. Ver siguiente
cuadro N°6. Ver ANEXO 4. Cascada de diluciones de los parametros de validacion

Cuadro N° 6. Numero de preparaciones e inyecciones por cada muestra en la especificidad

N° de i
N° ) N° Inyecciones
preparaciones
1 Fase movil 1 1
2 Solvente 1 1

Placebo Comprimidos Recubiertos 500mg (mezcla
de excipientes) (sin degradar)

Placebo Comprimidos Recubiertos 500mg (mezcla
de excipientes) con degradacién térmica

Placebo Comprimidos Recubiertos 500mg (mezcla
de excipientes) con degradacion oxidativa

Producto Comprimidos Recubiertos 500mg (sin
degradar)

Producto Comprimidos Recubiertos 500mg (con
degradacion térmica)

Producto Comprimidos Recubiertos 500mg (con
degradacion oxidativa)
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Criterios de aceptacion:
- Respuesta del método unicamente debida al analito (ausencia de cualquier interferente).

- Resolucion: > 1.5 con respecto a los interferentes.
12.1.2 DESARROLLO DEL ENSAYO:
- Preparacion de solucion placebo al 100.0%: Sin degradar

**Pesar el equivalente a 73.5 mg de placebo equivalente a 250.0 mg de Citicolina y transferir
cuantitativamente a un balén volumétrico aforado de 50.0mL con ayuda de 20 mL de agua
purificada. Coloque en el ultrasonido durante 15 minutos a temperatura ambiente hasta disolucion
completa, luego lleve a volumen con agua purificada y mezcle. Mida una alicuota de 1.0 mL de la
solucion anterior, transfiera a un balon aforado de 25.0 mL, y luego lleve a volumen con agua
purificada y mezcle. **Filtre a través de filtro jeringa 0.45 micras a viales e inyecte en el equipo
HPLC. Concentracion final de Citicolina sédica: 0.21lmg/mL. Concentracion final de

Citicolina: 0.20mg/mL (**Realizar este procedimiento por duplicado).

- Preparacion de solucion placebo al 100.0%: Degradacion térmica

Pese un aproximado de 147.0 mg de polvo de placebo de citicolina sédica 500 mg comprimidos
Recubiertos y coloquelo en capsula de porcelana, y someter a 105 °C durante 1 hora en estufa 'y
dejar enfriar. Luego **Pesar 73.5 mg de placebo equivalente a 250.0 mg de Citicolina y transferir
cuantitativamente a un balén volumétrico aforado de 50.0mL con ayuda de 20 mL de agua
purificada. Coloque en el ultrasonido durante 15 minutos a temperatura ambiente hasta disolucion
completa, luego lleve a volumen con agua purificada y mezcle. Mida a una alicuota de 1.0 mL de
la solucién anterior, transferencia a un balén aforado de 25.0 mL, y luego lleve a volumen con agua

purificada y mezcle. **Filtre a través de filtro 0.45 micras a viales e inyecte en el equipo HPLC.
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Concentracién final de Citicolina sodica: 0.21mg/mL. Concentracion final de Citicolina:

0.20mg/mL (**Realizar este procedimiento por duplicado).

- Preparacion de solucién placebo al 100.0%: Degradacion oxidativa
**Pesar el equivalente a 73.5 mg de placebo equivalente a 250.0 mg de Citicolina y transferir
cuantitativamente a un balén volumétrico aforado de 50.0mL con ayuda de 20 mL de agua
purificada. Cologue en el ultrasonido durante 15 minutos a temperatura ambiente hasta disolucion
completa, adicionar 7 mL de Perdxido de Hidrogeno al 3% luego lleve a volumen con agua
purificada y mezcle. Mida a una alicuota de 1.0 mL de la solucion anterior, transferencia a un balon
aforado de 25.0 mL, y luego lleve a volumen con agua purificada y mezcle. **Filtre a través de
filtro 0.45 micras a viales e inyecte en el equipo HPLC. Concentracion final de Citicolina sodica:
0.21mg/mL. Concentracion final de Citicolina: 0.20mg/mL (**Realizar este procedimiento por

duplicado).

- Preparacion de solucion muestra de producto al 100.0%o: Sin degradar

Pesar 10 comprimidos individualmente y determine el peso promedio, luego coléquelos en un
mortero y triture hasta polvo fino con ayuda de un pistilo, pese exactamente alrededor de medio
peso promedio (equivalente a 250.00 mg de Citicolina, y transfiera cuantitativamente a un balén
aforado de 50.0mL con ayuda de 20 mL de agua purificada. Coloque en el ultrasonido durante 15
minutos a temperatura ambiente hasta disolucion completa, luego lleve a volumen con agua
purificada'y mezcle. Mida a una alicuota de 1.0 mL de la solucion anterior, transferencia a un balon
aforado de 25.0 mL, y luego lleve a volumen con agua purificada y mezcle. **Filtre a través de
filtro 0.45 micras a viales e inyecte en el equipo HPLC. **nota: Filtro jeringa de nylon de 0.45
micras. Concentracion final de Citicolina sodica: 0.21mg/mL. Concentracion final de
Citicolina: 0.20mg/mL. (**Realizar este procedimiento por duplicado).



49

LOGO .
PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PAGINA

ANALITICO 1DE

VALIDACION N°: 01

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

- Preparacion de solucion muestra de producto al 100.0%: Degradacion térmica
Pesar 10 comprimidos individualmente, determine el peso promedio, coléquelos en capsula de

porcelana, y someter a 105 °C durante 1 hora en estufa y dejar enfriar.

Luego coldquelos en un mortero y triture hasta polvo fino con ayuda de un pistilo, pese exactamente
alrededor de medio peso promedio equivalente a 250.00 mg de Citicolina, y transfiera
cuantitativamente a un bal6n aforado de 50.0mL con ayuda de 20 mL de agua purificada. Coloque
en el ultrasonido durante 15 minutos a temperatura ambiente hasta disolucion completa, luego lleve
a volumen con agua purificada y mezcle. Mida a una alicuota de 1.0 mL de la solucion anterior,
transferencia a un balon aforado de 25.0 mL, y luego lleve a volumen con agua purificada y mezcle.
**Filtre a través de filtro 0.45 micras a viales e inyecte en el equipo HPLC. Concentracién final
de Citicolina sodica: 0.21mg/mL. Concentracion final de Citicolina: 0.20mg/mL. (**Realizar

este procedimiento por duplicado).

- Preparacion de solucién muestra de producto al 100.0%: Degradacidn oxidativa
Pesar 10 comprimidos individualmente y determine el peso promedio, luego coloquelos en un
mortero y triture hasta polvo fino con ayuda de un pistilo, pese exactamente alrededor de medio
peso promedio (equivalente a 250.00 mg de Citicolina, y transfiera cuantitativamente a un balén
aforado de 50.0mL con ayuda de 20 mL de agua purificada. Coloque en el ultrasonido durante 15
minutos a temperatura ambiente hasta disolucion completa, adicionar 7 mL de Perdxido de
Hidrogeno al 3%, luego lleve a volumen con agua purificada y mezcle. Mida a una alicuota de
1.0 mL de la solucion anterior, transferencia a un balén aforado de 25.0 mL, y luego lleve a
volumen con agua purificada y mezcle. **Filtre a través de filtro 0.45 micras a viales e inyecte en
el equipo HPLC. Concentracién final de Citicolina sodica: 0.21mg/mL. Concentracion final

de Citicolina: 0.20mg/mL. (**Realizar este procedimiento por duplicado).
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12.2 Parametro de Validacion: ADECUABILIDAD
12.2.1 Metodologia
Realizar dos (2) preparaciones independientes de estdndares secundarios a la concentracion de

trabajo y realizar cinco (5) inyecciones de cada uno.

Criterio de aceptacion: Porcentaje de Coeficiente de Variacion (% CV) de las cinco (5)
inyecciones debe ser menor o igual que 2.0% [%CV < 2.0%]. Porcentaje de comprobacion de
estandares (%) debe ser entre 98.00%-102.00%. [98.00%-102.00%]. Numero de platos tedricos
mayor a 1000 [N>1000], Asimetria (T) menor o igual 2.0 [<2.0], Factor de capacidad mayor a 2
[K* > 2], y Resolucion: > 1.5.

12.2.2 Modelo de célculo:
- Determinacién del promedio
- Determinacion de la desviacion estandar
- Determinacién del porcentaje de coeficiente de variacion
- Determinacion de la resolucion
- Determinacién de numero de platos teéricos
- Determinacion de numero de platos teéricos
- Determinacion de asimetria
- Determinacion de la comprobacién de estandares:
Nota: ver formulas en el ANEXO N° 2



51

LOGO "
PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PAGINA

ANALITICO 1DE

VALIDACION N°: 01

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

12.2.3 Desarrollo del ensayo:

Solucion estandar secundario al 100.0%: Pese exactamente alrededor de 21.00 mg de Citicolina
sodica (estandar secundario) equivalentes a 20.09 mg de Citicolina y transfiera cuantitativamente
a un balon aforado de 50.0 mL, con ayuda de 10 mL de agua purificada, coloque en ultrasonido
durante 5 minutos a temperatura ambiente hasta disolucion completa, lleve a volumen con agua
purificada y mezcle. Mida una alicuota de 5.0 mL con ayuda de una pipeta volumétrica y transfiera
a un balon aforado de 10.0 mL, lleve a volumen con agua purificada y mezcle. **Filtre a través de
filtro 0.45 micras a viales e inyecte en el equipo HPLC. Concentracion final de Citicolina sodica:
0.21mg/mL. Concentracion final de Citicolina: 0.20mg/mL. Ver ANEXO 4. Cascada de

diluciones de los parametros de validacién

12.3 Parametro de Validacion: LINEALIDAD DE SISTEMA

12.3.1 Metodologia

Consiste en realizar mediciones por triplicado (3) de cinco (5) soluciones de estandares secundarios
de Citicolina sodica a los niveles de 50.0%,80.0%, 100.0%, 120.0%, y 150% de concentracion en

base al valor declarado.

Criterio de aceptacion: El coeficiente correlacion debe ser mayor que 0.995. [r > 0.995].
Coeficiente de determinacion debe ser mayor o igual a 0.98 [r?> >0.98]. El intervalo de confianza

para la pendiente no incluye cero. [IC(b)=No incluye cero]

11.1.1 Modelo de calculo:
En la préactica, los célculos relacionados con analisis de regresion, minimos cuadros, pendiente e
intercepto, coeficiente de correlacidn, coeficiente de determinacidn, andlisis de residuos e intervalo

de confianza de la pendiente, se efectian por medio de programas de Excel.
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- Determinacion de la concentracién real de las soluciones estandares de referencia

correspondiente a cada nivel (ver formula en el ANEXO N°2)

11.1.2 Desarrollo del ensayo:

- Preparacion de solucion stock de estdndar secundario:

Stock 1: Pesar 84.00 mg de Citicolina Sédica (estdndar secundario), transferir a un balon
volumétrico de 200.0 mL, con ayuda de 10 mL de agua purificada, coloque en ultrasonido durante
5 minutos a temperatura ambiente hasta disolucién completa, aforar con agua purificada y
homogenizar. Concentracion final: 420.00 pg/mL de Citicolina Sédica

- Preparaciones de soluciones:
Preparar las siguientes soluciones a los niveles de 50.0%,80.0%, 100.0%, 120.0% y 150.0%

tomando las respectivas alicuotas por triplicado de la solucién stock de estandar secundario de

Citicolina Sodica segun la siguiente tabla N°2, transfiriendo cada alicuota de la solucion stock de

Citicolina Sddica al baldn volumétrico N°2 que corresponde, aforar con diluyente, y homogenizar.
Filtrar a través de filtros de jeringa de nylon de 0.45 um y transferir a viales HPLC.

Ver ANEXO 4. Cascada de diluciones de los parametros de validacion
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Tabla N°2. Preparacion de soluciones para linealidad del sistema
Citicolina Sédica

Niveles Solucion Balon )
] o Conc. final:
Stock: Alicuota volumétrico N° de
. . (Mg/mL) .
(ng/mL) N°1* N°2 o Determinacio
(%) o o Citicolina
Citicolina  Triplicado (aforo: o nes
o Sddica
Sédica solvente)
50.0% 5.0 mL 20.0 mL 105.000 3
80.0% 10.0 mL 25.0 mL 168.000 3
Stock 1
100.0% 5.0 mL 10.0 mL 210.000 3
420.00
120.0% 15.0 mL 25.0 mL 252.000 3
150.0% 15.0 mL 20.0 mL 315.000 3

11.2 Parametro de Validacion: LINEALIDAD DE METODO-EXACTITUD

11.2.1 Metodologia

Preparar las siguientes soluciones independiente a los niveles 50.0%, 100.0%, y 150.0% (realizar
determinaciones por triplicado (3)) para cada nivel apartir de solucion stock 1 con principio activo
de Citicolina Sodica.

Criterio de aceptacion:

- Linealidad: El Coeficiente de determinacion debe ser mayor o igual a 0.98 [r? > 0.98]. El
Intervalo de confianza para intercepto, incluye la unidad. [IC(a): Incluye la unidad]. Nota:

Efectuar mediante programas de Excel.
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- Exactitud: El Porcentaje de recuperacion debe estar comprendido entre el 98.0% vy el
102.0%. Recup = [ 98.0% — 102.0%]. El porcentaje del coeficiente variacién debe ser

menor o igual al 2.0%. [%CV< 2.0%]. Nota: Efectuar mediante programas de Excel.

11.2.2 Modelo de célculo:
En la préctica, los calculos relacionados con analisis de regresion, minimos cuadros, pendiente e
intercepto, coeficiente de correlacidn, coeficiente de determinacidn, andlisis de residuos e intervalo

de confianza de la pendiente, se efectian por medio de programas de Excel.

- Determinar la concentracion real de las soluciones estandares de referencia correspondiente a
cada nivel, mediante a siguiente férmula

- Determinar los microgramos por mililitros adicionados (ug/mL) correspondiente a cada nivel
en Linealidad del Método

- Determinar los microgramos recuperados correspondiente a cada nivel en Linealidad del
Método

Nota: ver formulas en el ANEXO N° 2

11.2.3 Desarrollo del ensayo:

- Solucion stock 1 de placebo adicionado cargado con el principio activo:

Pesar 250.00 mg Citicolina sédica (estandar secundario) y 73.5 mg de placebo del producto de
comprimidos recubiertos 500mg, transferir cuidadosamente a balén volumétrico de 50.0 mL, con
ayuda de 20 mL de agua purificada, cologue en ultrasonido durante 5 minutos a temperatura
ambiente hasta disolucion completa, aforar con solvente y homogenizar. Concentracion final:
5000.00 pg/mL Citicolina sodica
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- Soluciones de placebo adicionado con principio activo:

Preparar las siguientes soluciones de placebo cargado con principio activo a los niveles 50.0%, y
100.0%, 150.0% tomando las respectivas alicuotas por triplicado de la Solucion stock 1 de placebo
adicionado de Citicolina, Concentracién final: 5000.00 pg/mL Citicolina sodica, segun la
siguiente tabla N°2, transfiriendo cada alicuota a los balones volumétricos correspondientes, aforar
con agua purificada y homogenizar. Filtrar a través de filtros de jeringa de nylon de 0.45 pmy
transferir a viales HPLC. Ver ANEXO 4. Cascada de diluciones de los parametros de validacion.

Tabla N°3. Preparacion de soluciones para linealidad del Método

Balon

_ Alicuota volumétrico Conc.

Niveles ) N° de
) N°1 N°2 final: L
(%) Solucion stock o Determinaciones
Triplicado | aforo: agua (ng/mL)
purificada

50.0% Stock 1 1.0 mL 50.0 mL 100 3
100.0% | [5000.0 pg/mL] 1.0 mL 25.0 mL 200 3
150.0% 3.0mL 50.0 mL 300 3

11.3 Parametro de Validacion: PRECISION (REPETIBILIDAD E INTERMEDIA)
11.3.1 Metodologia

- Repetibilidad: Preparar seis (6) analisis completos de una muestra homogénea a nivel del

100.0% de la concentracion de trabajo, y realizar una (1) inyecciones de cada muestra. Dos (2)

analisis completos de estandares secundarios al 100% y realizar cinco (5) inyecciones de cada

uno. (Analista N°1y N°2), y realizar cinco (5) inyecciones de cada estandar.

Intermedia: Un segundo analista procede a repetir el andlisis de repetibilidad en un dia diferente
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utilizando diferentes instrumentos. Los resultados obtenidos se comparan con obtenidos del primer

analista.

Criterio de aceptacion:

- Repetibilidad: EI valor del Porcentaje de Coeficiente de Variacién (%CV) de los
resultados de las seis (6) determinaciones. debe ser menor o igual que 2.0% [%CV <2.0%].
(Analista N°1). Ensayo

- Intermedia: El valor del Porcentaje de Coeficiente de Variacion (%CV) de los resultados
obtenidos, debe ser menor o igual que 4.0% [%CV < 4.0%]-Nota: Efectuar mediante

programas de Excel. (Analista N°1 y N°2).

11.3.2 Modelo de célculo:

- Determinar el porcentaje de comprobacidn de los estandares

- Determinar la concentracion real en microgramos por mililitros (ug/mL) de los estandares
secundarios:

- Determinar el porcentaje sobre lo rotulado del Ensayo para cada muestra

- Determinar el promedio, desviacion, y porcentaje de coeficiente de variacidon (%CV) de las seis
muestras

Nota: ver formulas en el ANEXO N° 2
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11.3.3 Desarrollo del ensayo: ensayo

- Preparacion estandares secundarios al 100.0%:

Pese exactamente alrededor de 21.00 mg de Citicolina sodica (estandar secundario) (equivalentes
a 20.09 mg de Citicolina) y transfiera cuantitativamente a un balén aforado de 50.0 mL, con ayuda
de 10 mL de agua purificada, coloque en ultrasonido durante 5 minutos a temperatura ambiente
hasta disolucién completa, lleve a volumen con agua purificada y mezcle. Mida una alicuota de 5.0
mL con ayuda de una pipeta volumétrica y transfiera a un balén aforado de 10.0 mL, lleve a
volumen con agua purificada y mezcle. **Filtre a través de filtro 0.45 micras a viales e inyecte en
el equipo HPLC. Concentracion final de Citicolina sédica: 0.21mg/mL. Concentracion final
de Citicolina: 0.20mg/mL.

- Preparacion muestra de producto al 100.0%:

Pesar 10 comprimidos individualmente y determine el peso promedio, luego coléquelos en un
mortero y triture hasta polvo fino con ayuda de un pistilo, pese exactamente alrededor de medio
peso promedio equivalente a 250.00 mg de Citicolina, y transfiera cuantitativamente a un balon
aforado de 50.0mL con ayuda de 20 mL de agua purificada. Coloque en el ultrasonido durante 15
minutos a temperatura ambiente hasta disolucién completa, luego lleve a volumen con agua
purificada y mezcle. Mida a una alicuota de 1.0 mL de la solucién anterior, transferencia a un balén
aforado de 25.0 mL, y luego lleve a volumen con agua purificada y mezcle. **Filtre a través de
filtro 0.45 micras a viales e inyecte en el equipo HPLC. Concentracidn final de Citicolina sédica:
0.21mg/mL. Concentracion final de Citicolina: 0.20mg/mL. (**Realizar este procedimiento
por duplicado).

Ver ANEXO 4. Cascada de diluciones de los parametros de validacion
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11.4 Pardmetro de Validacion: ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

11.4.1 Metodologia

Realizar esta prueba preparando seis (6) soluciones muestras al 100.0 % vy tres (3) soluciones
estandares de referencia, los que se deberan analizar de forma “DEPENDIENTES” el dia de su

preparacion y 24 horas después de preparadas.

Cada solucion muestra y estdndar secundario almacenados debera cuantificarse contra estandares

preparados recientemente.

Criterio de aceptacion: La diferencia absoluta de media aritmética para Cromatografia.
| di | =<2.0%.

11.4.2 Modelo de calculo:

- Determinar el porcentaje de comprobacion de estandares

- Determinar la concentracidn real en microgramos por mililitros (ug/mL) del estandar secundario

- Determinar el porcentaje sobre lo rotulado del Ensayo

- Determinacion de la diferencia absoluta de la media aritmética de la condicion de almacenaje
con respecto a la condicion inicial

- Determinacion de la Media aritmética de condicion de almacenaje

- Determinacion de la Media aritmética de condicién de inicial

Nota: ver formulas en el ANEXO N° 2
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11.4.3 Desarrollo del ensayo:
- Solucién estdndar secundario de Citicolina sédica al 100.0%: Ver preparacion en el
pardmetro de Precision: Ensayo en numeral: 9.1.5.5 (Estandares preparados recientemente).

- Preparacion estdndares secundarios al 100.0%: Someter a estabilidad inicial y
almacenamiento por 24 horas
** Pese exactamente alrededor de 21.00 mg de Citicolina sddica (estdndar secundario)
(equivalentes a 20.09 mg de Citicolina) y transfiera cuantitativamente a un balon aforado de 50.0
mL, con ayuda de 10 mL de agua purificada, coloque en ultrasonido durante 5 minutos a
temperatura ambiente hasta disolucién completa, lleve a volumen con agua purificada y mezcle.
Mida una alicuota de 5.0 mL con ayuda de una pipeta volumétrica y transfiera a un bal6n aforado
de 10.0 mL, lleve a volumen con agua purificada y mezcle. *Filtre a través de filtro 0.45 micras a
viales e inyecte en el equipo HPLC. Concentracion final de Citicolina sédica: 0.21mg/mL.
Concentracion final de Citicolina: 0.20mg/mL. **Nota: Enviale por duplicado para proceder

a almacenar a 24 horas.

- Preparacién muestra de producto al 100.0%o:

Pesar 10 comprimidos individualmente y determine el peso promedio, luego coloquelos en un
mortero Yy triture hasta polvo fino con ayuda de un pistilo, pese exactamente alrededor de medio
peso promedio (equivalente a 250.00 mg de Citicolina, y transfiera cuantitativamente a un balon
aforado de 50.0mL con ayuda de 20 mL de agua purificada. Coloque en el ultrasonido durante 15
minutos a temperatura ambiente hasta disolucion completa, luego lleve a volumen con agua
purificada y mezcle. Mida a una alicuota de 1.0 mL de la solucién anterior, transferencia a un balén

aforado de 25.0 mL, y luego lleve a volumen con agua purificada y mezcle. **Filtre a través de



60

LOGO .
PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO | PAGINA

ANALITICO 1 DE

VALIDACION N°: 01

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC)

filtro 0.45 micras a viales e inyecte en el equipo HPLC. Concentracion final de Citicolina sddica:
0.21mg/mL. Concentracion final de Citicolina: 0.20mg/mL. **Nota: Enviale por duplicado para

proceder a almacenar a 24 horas.

- Condiciones de almacenamiento:
Almacenar los estandares y muestras a temperatura ambiente, protegidas, adentro de rack del
equipo HPLC y una vez transcurridas las 24 horas proceder a realizar el analisis de las “’soluciones
muestra de producto terminado al 100.0% y estandares secundarios al 100.0% almacenadas’’, y

evaluar contra estandares secundarios recientemente preparados.

Ver ANEXO 4. Cascada de diluciones de los parametros de validacion

13.0 BIBLIOGRAFIA
Farmacopea de los Estados Unidos de América 43, Formulario Nacional 38.

Desarrollo interno

14.0 ANEXOS
Anexar las hojas de trabajo (Fase Movil), las hojas de registro de célculos y las hojas de
recoleccion de datos de todas las pruebas ejecutadas en la validacion.
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5.2 Andlisis de resultados obtenidos de la validacion de la metodologia analitica por
Cromatografia liquida de alta eficiencia para identificar y cuantificar Citicolina.

La validacion de la metodologia por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion para Citicolina
(como Citicolina Sodica) en tabletas 500 mg se realiz6 de acuerdo a lo descrito en protocolo de
validacion de metodologia analitica. A continuacion, se describen las pruebas realizadas:

5.2.1 Especificidad

Se prepararon soluciones de las muestras (producto terminado) y placebo sin/con degradacion
térmica y oxidativa, se realizaron dos (2) preparaciones e inyectaron dos (2) inyecciones
consecutivas de cada preparacion. (Ver Anexo N°4 cascada de diluciones de los parametros de
validacidn)

Para la degradacion térmica se sometieron las soluciones muestras y soluciones placebo a estufa

por 1 a105°C

La degradacion oxidativa consistio en agregar 7 mL de Perdxido de Hidrogeno a las soluciones de

muestra y placebo.

Tabla N° 4 Resultados de la prueba de Especificidad de las soluciones de muestra y placebo

. N° de % de la
Descripciones . L Respuesta
Inyecciones solucion
1 0
Especificidad de la 2 0
Solucién Placebo al 100.0% 3 100% 0
Sin Degradar
4 0
1 0
Especificidad de la 2 0
Solucion Placebo al 100.0% 3 100% 0
Degradacion Térmica
4 0
1 0
Especificidad de la 2 0
Solucién Placebo al 100.0% 3 100% 0
Degradacion Oxidativa 1 0
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Tabla N° 4 Resultados de la prueba de Especificidad de las soluciones de muestra y placebo

(continuacion)

1 1303630
ESpeCiﬁCidad de la 2 1304030
Solucion de Producto al 3 100% 1303225
100.0% Sin Degradar

4 1302526
Especificidad de la 1 1346198
Solucién Principio Activo 2 100% 1341032
al 100.0% Degradacion
Térmica 3 1319319

En la Tabla N°4 se presentan los resultados de la prueba de Especificidad, con la que se pretendia
determinar la capacidad del método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente al

analito de interés.

Al analizar los resultados obtenidos de forma estadistica y compararlos con el criterio de aceptacion
para este parametro, se puede confirmar que el método de analisis es especifico y selectivo para el
principio activo en estudio y que no hubo sefiales que interfirieran en la identificacion de este. Por

lo tanto, el método es capaz de seleccionar y reconocer solo el pico de interés.

File Edit ProcessData Options Library View Window Help

3 Axocit Table - Vial 3 Inj 1 Placebo 1 Ax - Best Chrom =R =R

_ omHE!

2 @

Vid Mo Wollul)  ViallniNo Type Samplz Name Sample Amount  Int Std Amourt S ample Description
1 10.00 1 UNK Dil i ~
2 10.00 1 UNK F.
3 10.00

Fuente: Elaboracion Propia
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Se realizaron mediciones por triplicado (3) de cinco (5) soluciones de estandares secundarios de
Citicolina sodica a los niveles de 50.0%,80.0%, 100.0%, 120.0%, y 150% de concentracion en base

al valor declarado.

Tabla N°5 Recoleccion de datos obtenidos en el analisis de linealidad del sistema

Conc. tedrica Conc. real ("X" Respuesta ("y")
N° (mg/mL) Citicolina (mg/mL) (Areas)
sodica Citicolina sodica
1 0,1031 653510
2 0,1050 0,1031 654063
3 0,1031 655203
4 0,1680 0,1650 1050036
5 0,1650 1052103
6 0,1650 1052875
7 0,2100 0,2063 1326281
8 0,2063 1296719
9 0,2063 1320449
10 0,2520 0,2475 1558894
11 0,2475 1596568
12 0,2475 1619165
13 0,3150 0,3094 1981505
14 0,3094 1955955
15 0,3094 1983279
Dx= 2y=
3,0940 19756605

En la Tabla N°5 se presenta la tabulacion de todos los datos obtenidos del analisis, sean estos: Las

concentraciones tedricas, concentraciones reales y las areas dadas por cada cromatografo segun la

concentracion correspondiente. Los datos de se obtuvieron por medio de férmulas ingresadas en el

programa de una hoja en Excel.
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Tabla N°6 Resultados de la prueba de Linealidad del Sistema

Parametros Resultados Criterio de Aceptacion Dictamen
6541192,114; . .
IC(b) 6291637 461 No debe incluir cero Conforme
ficient
Coe Ie1e .? e ) 1.00 2 >0.98 Conforme
determinacion R
El coeficiente 0.999 r>0.995 Conforme

correlacion

En la Tabla N° 6 se presentan los resultados de la prueba de Linealidad del sistema que es la
capacidad del instrumento de medicion (Cromatégrafo Liquido de Alto Desempefio) de emitir
respuestas directamente proporcionales a la cantidad de analito presente en la muestra. Con los
resultados obtenidos se demuestra el comportamiento lineal sin necesidad de ninguna
transformacion matematica y el coeficiente de determinacion es mayor a 0.98, el intervalo de
confianza de la pendiente no incluye cero. Por lo tanto, se concluye que los valores resultantes son
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra, es decir, los resultados

son conformes.

Figura N°3. Linealidad del sistema al nivel 100%

Fuente: Elaboracion Propia



5.2.3 Linealidad del Método-Exactitud

Se prepararon soluciones independientes a los niveles 50.0%, 100.0%, y 150.0% (realizaron
determinaciones por triplicado (3)) para cada nivel a partir de solucion stock 1 con principio activo

de Citicolina Sddica, es decir, se prepar6 una solucién de placebo més estandar y de esta partieron

para las soluciones a diferentes concentraciones.

Tabla N°7 Resultados obtenidos para el porcentaje de recobro

. mg/mL mg/mL
N° Nivel A dic?ona 4os Respuestas Recu%era dos %Recobro
1 642073 0,0968 98,6
2 50% 0,0982 641562 0,0967 98,5
3 638789 0,0963 98,1
4 1303369 0,1957 99,7
5 100% 0,1964 1304313 0,1958 99,7
6 1294598 0,1944 99,0
7 1929935 0,2895 98,3
8 150% 0,2946 1947057 0,2920 99,1
9 1948702 0,2923 99,2

En la tabla N°7 se presentan los resultados de porcentaje de recobro que mediante el calculo del
intervalo de confianza de la media poblacional que el promedio obtenido del porcentaje de recobro,
se incluye en el intervalo. Se obtiene la Exactitud, este parametro demuestra la proximidad entre
los resultados obtenidos mediante un procedimiento analitico respecto a su valor verdadero. El
intervalo de confianza de la media poblacional de esta prueba es de 99.7% -98.1%. (ver ANEXO

N°3 Formato de hojas de célculo)

Tabla N°8 Resultados obtenidos de la prueba de linealidad del método

Resultados Criterio de aceptacion Dictamen
Determinacion de
intervalo de confianza 1.003-0.979 Debe incluir la unidad Conforme
de la pendiente IC(b)
Determinacion de
intervalo de confianza 0.0022; -0.003 Debe incluir el cero Conforme
del intercepto 1C(a)
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Tabla N°8 Resultados obtenidos de la prueba de linealidad del método (continuacion)

Determinacion del
coeficiente de 1,00 0.98 Conforme
determinacion (r?)
Determinacion del
porcentaje de 98.9 98.0-102.0 Conforme
recuperacion

En las Tabla N° 8 se presentan los resultados de la prueba de Linealidad del método, que es la
capacidad del método analitico de emitir resultados de prueba directamente proporcionales a la

concentracion del analito dentro de un intervalo dado.

Se concluye que el comportamiento es directamente proporcional entre la concentracion adicionada
y la concentracidn recuperada, y se evidencia con el coeficiente de determinacion que es mayor a
0.98, la pendiente de la recta es diferente de cero, el intervalo de confianza de la pendiente de la
recta incluye la unidad, el intervalo de confianza para el intercepto incluye el valor de cero. Por lo
tanto, se confirma que el comportamiento es directamente proporcional entre la concentracion

adicionada y la concentracion recuperada.

ojmm Ea

i
ViglNe  Vaolul) — ViallniNo Type Sample Name Sample Amount It Std Amount Sample Description

71000 T UMK Dilaperte 7 1 Diluperts (Agws Purficads) ~
2 10.00 1 UNE inealic etodo-1 B0% 1 Linealidad Metodo 507%
EEeTr T e e 0

Figura N°4. Linealidad del método al nivel 50%

Fuente: Elaboracién Propia
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5.2.4 Precision: Repetibilidad y Precision Intermedia

Para la Repetibilidad; se prepararon seis (6) analisis completos de una muestra homogénea a nivel
del 100.0% de la concentracion de trabajo, y se realiz6 una (1) inyecciones de cada muestra. Se
realizaron dos (2) andlisis completos de estdndares secundarios al 100% y se realizaron cinco (5)
inyecciones de cada uno. (Analista N°1 y N°2). (Ver Anexo N°4 cascada de diluciones de los

parametros de validacion)

Para la Precision Intermedia; Un segundo analista procedié a repetir el analisis de repetibilidad en
un dia diferente utilizando diferentes instrumentos. Los resultados obtenidos se compararon con

los obtenidos del primer analista.

Tabla N°9. Resultados de la prueba de Precision (repetibilidad-precision intermedia)

Muestra Area Pmx (mg) mg %

1 1307345 338,69 520,7 104,1

2 1318606 338,66 525,2 105,0

Analista 1 3 1308998 338,66 521,4 104,3

4 1311944 338,67 5225 104,5

5 1322635 338,69 526,8 105,4

6 1303134 338,67 519,0 103,8

1 2664482 340,02 509,0 101,8

2 2668345 340,06 509,7 101,9

Analista 2 3 2661391 340,07 508,4 101,7

4 2671465 340,05 510,3 102,1

5 2681628 340,07 512,2 102,4

6 2668132 340,08 509,6 101,9

Promedio: 516,2 103,3
Desviacién Estandar (s): 7,0 1,4
Coeficiente de variacion (%CV): 1,4 1,4
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Tabla N°10. Resultados del criterio de aceptacion con relacion al parametro Precision

(Repetibilidad- Intermedia)

Precision: Repetibilidad

Individualmente

o Criterio de Resultados : .
Determinacion L Dictamen:
aCeptaCIon Anallsta Nol
Porcentaje de coeficiente de
variacion (%CV): <2.0% 0,6 CONFORME
Individualmente
o Criterio de Resultados : .
Determinacion L, Dictamen:
aceptacion: Analista N°2
Porcentaje de coeficiente de
variacion (%CV): <2.0% 0,3 CONFORME

Tabla N°10. Resultados del criterio de aceptacion con relacion al pardmetro Precision

(Repetibilidad- Intermedia) (continuacion)

Precision: Intermedia

ambos
(Analista N°1 y N°2)

o Resultados
Determinacion Criterio de : ° Dictamen
aceptacion: Analista N°1 y
Analista N°2
Porcentaje de coeficiente de
A )
variacion (%CV): Entre <4.0% 14 CONFORME

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

del método de ensayo. En esta investigacion esta prueba se midid respecto a la Repetibilidad, tales

resultados se muestran en la Tabla N° 8 (Analista 1) ya que se estudio la variabilidad del método

efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas

(mismo analista, mismo equipo, mismos reactivos, etc.) en las mismas instalaciones del laboratorio.

Precision Intermedia tales resultados se muestran en la Tabla N°8 (Analista 2), con la cual se

pretendia estudiar la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la misma

muestra, pero en condiciones operativas distintas (diferente analista, diferente dia de analisis,

diferentes reactivos, etc.).
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Por lo tanto, como lo refleja la tabla N° 10 se afirma que el método es preciso y reproducible ya
que no existe diferencia significativa entre los resultados 64 obtenidos por un analista y otro siendo
1.4 el coeficiente de variacion entre ambos analistas. Se concluye que el método es preciso ya que
no se comprobd diferencia significativa entre los resultados obtenidos por el analista 1 y analista
2. (ver ANEXO N°3 Formato de hojas de calculo)

|l o/H B EE B

Figura N°5. Cromatograma de Producto al 100%

Fuente: Elaboracién Propia

&b dh|sh

0.50

Figura N°6. Cromatograma de Estandar de Citicolina Sédica al 100%

Fuente: Elaboracién Propia
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5.2.5 Estabilidad de muestra

Se prepararon seis (6) soluciones muestras al 100.0 %y tres (3) soluciones estandares de referencia,

los que se analizaron de forma “DEPENDIENTES” el dia de su preparacion y 24 horas después de

preparadas. Cada solucion muestra y estandar secundario almacenados se cuantificaron contra

estandares preparados recientemente.

Tabla N°11 Resultados de la prueba de estabilidad de la muestra analitica

Muestra Inicial Muestra después 24H
N° Area ac(é;)itt:(;:gnd:e% Area ;i:rel%:::igri %
1 1307345 104,1 1321146 106,9 102,6
2 1318606 105,0 1325446 107,2 102,1
3 1308998 104,3 1319724 106,8 102,4
4 1311944 104,5 1321636 106,9 102,3
5 1322635 105,4 1306030 105,7 100,3
6 1303134 103,8 1284905 104,0 100,2
Promedio 1312110 105 1313148 106 101,7
Dé:;gﬁg;?” 72933 0,6 15354,7 1,2 1,1
Coetlclente 0,6 0,6 12 12 11
Sumatoria 627,11 637,5 609,95

Tabla N°12 Resultados de la prueba de estabilidad (Diferencia absoluta de la media aritmética de

cada condicidn)

media aritmética de cada condicién

Determinacion Crlterlq d e. Resultados Dictamen
aceptacion:
1di1i= = Diferencia absoluta de la <.0% 17 CONEORME
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En la tabla N° 11 se presentan los resultados de la prueba de Estabilidad, con la que se pretendia
demostrar la propiedad de una muestra preparada, de conservar su integridad fisicoquimica y la

concentracion del analito, después de ser almacenada en un tiempo y en condiciones determinadas.

Con los resultados obtenidos se confirma que el método cumple con el pardmetro de Estabilidad
ya que las diferencias absolutas de los valores promedio obtenidos de las condiciones en 24 horas

son menores al 2%.
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5.3 Informe de validacion del método analitico para la identificacién ycuantificacion de
citicolina (como citicolina sddica) en tabletas recubiertas de 500 mg por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC).

La redaccion del informe se realizd basado en los resultados obtenidos en cada uno de los
pardmetros de desempefio realizados. En este informe contiene una introduccion, alcance,
condiciones de trabajo, ademas se detallan cada uno de estos parametros, los resultados obtenidos,

los criterios de aceptacion, dictamen de cada uno de los parametros de desempefio,

LOGO o
INFORME DE VALIDACION DEL PAGINA

METODO ANALITICO 1DE

VALIDACION N°: 01

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC)

REALIZO REVISO AUTORIZO

) ) Coordinador de )
imico analista . , . Jefe de Control de Calidad
Quimi ' Validaciones Metodologicas I

Fecha: Fecha: Fecha:

5.3.1 Introduccién

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos del proceso de validacion del método
analitico por cromatografia de alta eficiencia (HPLC), para la identificacion y cuantificacion de

Citicolina como Citicolina Sddica.

Para el desarrollo del presente método analitico se tomo de referencia el apartado <621>
Cromatografia de la Farmacopea de los Estados Unidos, Formulario Nacional (USP 42, NF 37)

realizando los ajustes necesarios para su validacion.

El objetivo del presente trabajo es demostrar la validez del método analitico desarrollado para la

identificacion y cuantificacion de Citicolina como Citicolina Sodica, basandonos en los parametros
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evaluados siguientes: Linealidad del sistema, Linealidad del Método -Exactitud, Precision

(Repetibilidad- intermedia) y Estabilidad de la muestra.

5.3.2 Alcance
Aplica para la identificacion y cuantificacion de Citicolina (como Citicolina Sodica) en tabletas
recubiertas de 500 mg por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

5.3.3 Condiciones
Todas las determinaciones se realizaron en un Cromatografo de Liquido de Alta Eficiencia
equipado con la columna, detector UV-Visible, Temperatura, flujo y volumen de inyeccidn, segun

detalle en el método de anélisis.

Se utilizo como estandar secundario de referencia: Citicolina Sédica, Lote 200230061021, vence:
01/09/2025

5.3.4 Parametros a evaluar: Dictamen:

Tabla N°13. Dictamen de los parametros evaluados

RESULTADOS DE CITICOLINA (COMO CITICOLINA SODICA) EN TABLETAS
RECUBIERTAS DE 500 mg

PARAMETROS A CRITERIOS DE
RESULTADOS DICTAMEN
EVALUAR ACEPTACION
Respuesta del método | Respuesta del método
1. Especificidad Unicamente debida al | Unicamente debida al Conforme
analito analito
2. Linealidad del sistema
Coeficiente de correlacion (r) >0.995 0.999 Conforme
f. - - -7 2
Coeficiente de determinacion (r<) > 0.98 1.00 Conforme
Ecuacion de la recta Y=6416415xX -
Debe corresponder Conforme
(y=bx+a) 6401
Intervalo de confianza de la| No debe incluir el 6541192.114
. Conforme
pendiente 1C(b) cero 6291637.461




Tabla N°13. Dictamen de los parametros evaluados (continuacion)
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3. Exactitud- Linealidad de método

Coeficiente de determinacion (r?)

>0.98

1.00

Conforme

% de Recuperacion (Exactitud)

98.0% -102.0%

98.9%

Conforme

Porcentaje  de coeficiente de

Variacion (%)

<2.0%

0.6%

Conforme

Intervalo de Coeficiente del
intercepto 1C(a)

Debe incluir el cero

0.0022; -0.003

Conforme

4. Precision (Repetibilidad e Intermedia)

Coeficiente de variacion de
repetibilidad de los resultados

obtenidos del ensayo (Analista 1)

<2.0%

0.6%

Conforme

Coeficiente de variacion de
repetibilidad de los resultados

obtenidos del ensayo (Analista 2)

<2.0%

0.3%

Conforme

Coeficiente de variacion de
intermedia de los resultados
obtenidos del ensayo (Analista N°1
y Analista N°2)

<4.0%

1.4%

Conforme

5. Estabilidad de la Muestra Analitica

Diferencia Absoluta de la media
aritmética de la condicion de

almacenaje (muestra- ensayo)

<2.0%

1.7%

Conforme




75

Tabla N°13. Dictamen de los parametros evaluados (continuacion)

Porcentaje de incremento promedio
entre la condicion inicial 'y
o ) 98.0% -102.0% 101.7% Conforme
condicion de almacenamiento

(muestra)

Diferencia Absoluta de la media
aritmética de la condicion de <2.0% 1.1% Conforme

almacenaje (estandares- ensayo)

Porcentaje de incremento promedio

entre la condicion inicial vy
o ) 98.0% -102.0% 100.5% Conforme
condicion de  almacenamiento

(estandares)

Luego de los analisis estadisticos de los resultados obtenidos para cada uno de los parametros
evaluados se concluye que el método de analisis por Cromatografia de Alta Eficiencia (HPLC)
para la identificacion y cuantificacion de Citicolina (Como Citicolina Sodica) en tabletas
recubiertas de 500 mg es exacto dentro del rango establecido ya que se obtuvo resultados de
porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) y porcentajes de recuperacion dentro de los limites
establecidos. Ademas, el método analitico es lineal debido a que el coeficiente de correlacion es

mayor a 0.995 y existe relacion lineal entre las cinco concentraciones de referencia evaluadas.

El método cromatogréfico es especifico y diferencia el principio activo en presencia de los
componentes de la formulacion, fase moévil y diluyente. EI método es capaz de integrar por
separado el pico del analito de otros picos presentes.

El método es preciso, debido a que se obtuvieron resultados de porcentaje de coeficiente de
variacion (%CV) menores o igual a 2.0% en la evaluacion del parametro de Precision-

repetibilidad.

El método es reproducible debido a que se obtuvieron resultados de porcentaje de coeficiente de
variacion (%CV) menores o igual a 4.0% en la evaluacion del parametro de Precision- precision

intermedia, al ser evaluada en diferentes dias, equipos y analistas.
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Respecto al parametro de estabilidad de la muestra, se determind que las muestras pueden
almacenarse en temperatura ambiente y dentro del rack del equipo hasta un periodo de 24, por el
motivo cumple con criterio de aceptacion de diferencia absoluta de media aritmética de la
condicion de almacenaje | di | <2.0% y con el porcentaje de incremento entre la condicidn inicial

y condicién de almacenaje de 98.0%- 102.0%.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la metodologia desarrollada para el analisis de
identificacion y cuantificacion de Citicolina (como Citicolina Sodica) en tabletas recubiertas de
500 mg es Valida para proporcionar datos satisfactorios; como ha sido demostrado a través de los
pardmetros de Linealidad del Sistema, exactitud (linealidad de método), precision (repetibilidad e

intermedia), estabilidad analitica de la muestra y especificidad evaluados.



CAPITULO VI
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6.0 CONCLUSIONES

El método cromatogréafico es especifico y diferencia el principio activo en presencia de los
componentes de la formulacion, fase maévil y diluyente. El método es capaz de integrar por

separado el pico del analito de otros picos presentes.

El método es también, preciso, debido a que se obtuvieron resultados de porcentaje de
coeficiente de variacion (%CV) menores o igual a 2.0% en la evaluacion del parametro de

Precision- repetibilidad.

El método es reproducible debido a que se obtuvieron resultados de porcentaje de
coeficiente de variacion (%CV) menores o igual a 4.0% en la evaluacion del parametro de

Precision- precision intermedia, al ser evaluada en diferentes dias, equipos y analistas.

Luego de los andlisis estadisticos de los resultados obtenidos para cada uno de los
parametros evaluados se concluye que el método de analisis por Cromatografia de Alta
Eficiencia (HPLC) para la identificacion y cuantificacion de Citicolina (Como Citicolina
Saddica) en tabletas recubiertas de 500 mg es exacto dentro del rango establecido ya que se
obtuvo resultados de porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) y porcentajes de
recuperacion dentro de los limites establecidos. Ademas, el método analitico es lineal
debido a que el coeficiente de correlacion es mayor a 0.995 y existe relacion lineal entre las

cinco concentraciones de referencia evaluadas.

Los resultados e informe final, nos llevan a dictaminar que el método desarrollado es valido
para la identificacion y cuantificacion de Citicolina (como Citicolina Sédica) en tabletas
recubiertas de 500 mg, cumpliendo asi, una de las exigencias de las entidades regulatorias
nacionales, en el area farmacéutica, permitiendo que el producto pueda ser liberado,

garantizando su calidad y eficacia.

La validacion realizada para este producto y metodologia especifica, podra servir para
futuras investigaciones similares, tomando en cuenta que los pardmetros de desempefio a
evaluar pueden variar para los diferentes productos farmacéuticos y sus diferentes

presentaciones.
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7.0 RECOMENDACIONES

Al analista de laboratorio se recomienda seguir a cabalidad cada una de las indicaciones
que menciona dicha validacion para lograr obtener respuestas confiables en cada uno de los
parametros establecidos con respecto al principio activo Citicolina (como citicolina
Saodica).

Al jefe o coordinador del &rea Investigacion y Desarrollo, se recomienda una vez
desarrollada y validada la metodologia, realizar el procedimiento de Transferencia de
Método analitico al area de Control de Calidad para ser aplicada al analisis del producto

verificando su calidad para ser liberado al mercado.

Al jefe y analista del area de Investigacion y Desarrollo, se recomienda utilizar equipos
previamente calificados y calibrados para validaciones de métodos analiticos, asi como para
los analisis de rutina dentro del Laboratorio, y estos puedan proporcionar resultados

confiables.

Para el lector y/o analista, interesado en estudios que involucre el mismo o diferente
principio activo, esta investigacion podra orientar a evaluar los pardmetros descritos,

adecuando cantidades y materiales de forma conveniente.

Para el lector, se recomienda también apoyarse en la bibliografia citada en este trabajo para
lograr una mayor comprension sobre la validacion de métodos analiticos y los parametros
necesarios dependiendo del tipo la categoria de validacién a la que pertenezca. Que esta

investigacion sirva de guia para futuros estudios.
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GLOSARIO

Principio activo (3): Sustancia dotada de un efecto farmacologico especifico o que, sin
poseer actividad, al ser administrado en el organismo la adquiere luego que sufren cambios

en su estructura quimica.

Blanco, placebo o matriz de la muestra (2): Muestra preparada para la lectura final pero que
no contiene analitos. Puede ser un blanco de los reactivos o bien un blanco de la muestra
problema que contenga todos los ingredientes de la muestra problema excepto los analitos.

En este ultimo caso se denomina placebo o matriz de la muestra.

Muestra (2): Producto resultante de una operacion de muestreo. El muestreo debe ser
representativo y con un determinado caracter aleatorio si bien, en algunos tipos de analisis

y en aplicacion de la filosofia del peor caso, se propician muestreos sesgados.

Medicamento (): Sustancia simple o compuesta, natural, sintética, 0 mezcla de ellas con
forma farmacéutica definida, empleada para diagnosticar, tratar, prevenir enfermedades o

modificar una funcion fisioldgica de los seres humanos.

Forma farmaceéutica (): Es la forma fisica que se la da a un medicamento, la cual facilita la
dosificacion del o de los principios activos para que puedan ejercer su accion en el lugar y

tiempo.

Cromatografia (): s un método por el cual las sustancias se separan mediante un proceso
de migracién diferencial en un sistema que consta de dos fases. Una fase que fluye
continuamente en una direccion dada (fase movil) y otra que permanece fija (fase

estacionaria).

RTCA: Reglamento Técnico Centroamericano



DNM (Direccion Nacional de Medicamentos) (7): Autoridad sanitaria competente para la
regulacion y autorizacién de la inscripcion, importacion, fabricacién, control de precios,
vigilancia de mercado, control de la cadena de distribucion, hasta el expendio al consumidor

final de los medicamentos y productos afines.

HPLC: High Performance Liquid Cromatography (Cromatografia Liquida de alta

eficiencia)

Calidad (5): naturaleza esencial de un producto y la totalidad de sus atributos y propiedades,

las cuales determinan su idoneidad para los propositos a los cuales se destina.

Especificidad; selectividad (3): Capacidad de evaluar, mediré identificar simultanea o
separadamente, los analitos de interés de forma inequivoca sin interferencias de impurezas,
productos de degradacion, compuestos relacionados, excipientes u otras sustancias

previsibles presentes en la matriz de la muestra.

Exactitud (3); veracidad: Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos

mediante ese método y el valor verdadero.

Impurezas (3): Sustancias ajenas a la formula cuali-cuantitativa que pueden provenir de los
procesos de fabricacion y d almacenamiento, incluyendo la degradacion de las materias

primas (principios activos y productos farmacéuticos auxiliares)) y formas de dosificacion.

Intervalo (3): amplitud entre las concentraciones inferior y superior del analito (incluyendo
esos niveles), en la cual se puede determinar el analito con un nivel adecuado de precision,

exactitud y linealidad utilizando el método segun se describe.

Limite de cuantificacion (3): minima cantidad de los analitos en una muestra que puede ser
cuantitativamente determinada con precision y exactitud aceptable. Es un parametro del
analisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices de muestras y se usa

particularmente para la determinacion de impurezas y productos de degradacion.



Limite de deteccion (3): minima cantidad de analito en una muestra que puede ser detectada
por Unica medicidn, pero no necesariamente cuantificada con un valor exacto. Es

comunmente expresado como concentracion del analito.

Linealidad (3): capacidad para obtener resultados de prueba que sea proporcionales ya sea
directamente o por medio de una transformacién matematica bien definida, a la

concentracion de analito en muestras en un intervalo dado.

Método Analitico (3): adaptacion especifica de una técnica analitica para un proposito de

medio seleccionado, en el cual se identifican los recursos materiales y el procedimiento.

Parametros de desempefio analitico (3): caracteristicas de validacion que necesitan ser
evaluadas y que tipicamente corresponden a la siguiente lista: exactitud, precision,
especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad e intervalo de
linealidad.

Precision (3): Expresa el grado de concordancia entre una serie de mediciones individuales
obtenidas de multiples muestreos de una misma muestra homogénea original o bien a partir
de varias muestras obtenidas por dilucion de la muestra bajo condiciones establecidas.
Existen tres formas de determinacion: repetibilidad, precision intermedia y

reproducibilidad.

Procedimiento (s): descripcion de las operaciones que deben realizarse, las precauciones que
deben tomarse y las medidas que deben aplicarse relacionadas directa o indirectamente con

la fabricacion de un medicamento.

Procedimiento analitico (3): Descripcion detallada de los pasos necesarios para aplicar un
método analitico

Procedimiento analitico oficia (3): Descripcion detallada de los pasos necesarios para aplicar

un método analitico estandarizado y validado contenido en las bibliografias de referencias



oficiales, segun listado armonizado por los Paises de la Regién Centroamericana
(Resolucion 93-2002, COMECO 24, septiembre 2002)

Procedimiento analitico no oficial (3): Descripcion detallada de los pasos necesarios para
aplicar un método analitico desarrollado por el fabricante para la verificacion de la calidad

de su producto.

Protocolo de validacion (s): documento en el que se describe las actividades que se realizan
en una validacion, incluido en los criterios de aceptacion para la aprobacion de un proceso

de fabricacion o parte del mismo.

Validacion @): Establecimiento de la evidencia documental que un procedimiento analitico
conducira con un alto grado de seguridad a la obtencién de resultados precisos y exactos

dentro de las especificaciones y atributos de calidad previamente establecidos.

Validacion de un método analitico (3): Procedimiento para establecer pruebas documentales
que demuestren cientificamente que un método analitico tiene las caracteristicas de
desempefio que son adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones
analiticas pretendidas. Implica la demostracion de la determinacion de las fuentes de
variabilidad y del error sistematico y al azar de un procedimiento, no solo dentro de la

calibracién sino en el analisis de muestras reales.



ANEXO N°1

FORMATO DE PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIAS
ANALITICAS



LOGO "
PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PAGINA

) ANALITICO 1DE
VALIDACION N°: 01

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

1. Objetivo:
En esta seccidn se expone el propdsito de la validacion del método analitico.

2. Alcance:

Se describe para qué método y la aplicacion sobre la cual es ejecutada la validacion de este.

3. Equipo validacion: miembros, roles y responsabilidades
Se indican los miembros del equipo y unidad de validacion, sus responsabilidades y roles

en la validacion.

4. Parametros a evaluar:

Se enlistan los parametros de desempefio a evaluar

5. Resumen de las caracteristicas:
Esta seccidn contiene informacion sobre el producto terminado, el placebo y los estandares
secundarios o primarios segun aplique. Se indica el nombre del principio activo,

descripcion, formula molecular.



LOGO "
PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PAGINA

VALIDACION N°: 01

ANALITICO 1DE

Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

6.

Informacién general:
Se indican los equipos a utilizar cada uno con su respectivo numero de certificado y fecha

de vencimiento de calibracion, materiales a utilizar (cristaleria, etc.); reactivos (marca,
codigo y cas); estandares, placebo y muestras (Lote, potencia y fecha de vencimiento); lista

de preparacion de reactivos, condiciones de trabajo.

Descripcion de la validacion del método analitico

7.1 Parametros de desempefio (Linealidad del Sistema, Linealidad del Método,
Adecuabilidad, Especificidad, Precision Repetibilidad- intermedia y Estabilidad de la
muestra).

7.2 Describe la metodologia. Se detalla cuantas muestras se preparan y cuantas veces
seran inyectadas por el equipo HPLC, a la vez se detalla cuéles son los criterios de
aceptacion con los que debe cumplir dicha prueba.

7.3 Método de calculo (si aplica). En este caso se colocan todas las formulas perteneciente
a lo que se pretende conseguir con respecto a al pardmetro en ejecucion ya sea estas
concentraciones reales, porcentajes de recobros, nimero de platos teéricos, asimetria,
resolucion entre otros.

7.4 Describe el desarrollo de ensayo para cada pardmetro. Para cada una de las pruebas
a realizar se debe dejar claramente establecido cudl sera la cantidad que se pesaray que

concentracion se obtendra.
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Identificacion y ensayo para Citicolina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

Este se describe de una manera clara y sencilla para que cualquier otro analista sea

capaz de seguir la marcha sin ningln problema. Seguido se puede representar con una

cascada de dilucion

8. BIBLIOGRAFIA

e Eurachem, La Adecuacion al Uso de los Métodos Analiticos, Guia de Laboratorio para

Validacion de Métodos y Temas Relacionados. Primera edicion espafiola. 2016
e ICH Harmonised Guideline, (2022) Validation of Analytical Procedures Q2(R2), United

States of America.

9. ANEXOS

Anexar las hojas de trabajo (Fase Mdvil), las hojas de registro de célculos y las hojas de

recoleccion de datos de todas las pruebas ejecutadas en la validacion.




ANEXO N°2

FORMULAS MATEMATICAS UTILIZADAS EM CADA UNO DE LOS
PARAMETROS DE LA VALIDACION



- Determinacién del promedio:

X = X(xi)/n (Ecuacion 1)
En donde:
xi: Dato individual.
X: Promedio.
n: ndmero total de datos.
> Sumatoria de datos

- Determinacion de la desviacion estandar:
s = [(S(xi-%)?)/(M-1)]"? Ecuaion2)

En donde:

xi: Dato individual.

X: Promedio.

n: nimero total de datos.
>': Sumatoria de datos.

- Determinacion del porcentaje de coeficiente de variacion:
% CV = [ (S / )_() * 100] (Ecuacion 3)

En donde:

X: Promedio.

s: Desviacion estandar
100: Factor.

n: nimero total de datos.



- Determinacion de la resolucion:

tR2—-tR1
m (Ecuacién 4)

Rs =
En donde:
tR2 = Tiempo de retencion del componente 1
tR1 = Tiempo de retencion del componente 2

W1 = Ancho de la base obtenida extrapolando los lados relativamente rectos hasta linea base

W?2 = Ancho de la base obtenida extrapolando los lados relativamente rectos hasta linea base

- Determinacion del factor de capacidad:

wo0.05
As = —— (Ecuacion 5)

2F
En donde:
W0.05 = Ancho del pico al 5% de la altura.

f = Distancia del maximo del pico hasta el borde inicial del pico, midiendo la distancia en un

punto ubicado al 5% de la altura desde la linea base.

- Determinacion de numero de platos tedricos:
N = 5.54 (th,:};)2 (Ecuacion 6)
2
En donde:
tR = Tiempo transcurrido entre la inyeccién de la muestra y la aparicién de la respuesta maxima.

Wh = Ancho a la mitad de altura, para el pico.

- Determinacién de asimetria:

_ W0.05

As = — i6
oF (Ecuacion 7)



En donde:
W0.05 = Ancho del pico al 5% de la altura.

f = Distancia del maximo del pico hasta el borde inicial del pico, midiendo la distancia en un

punto ubicado al 5% de la altura desde la linea base.

- Determinacion de la comprobacion de estandares:

% = Area de Estdndar N°1 x Peso de Estdndar N°2 % 100 B
0 Area de Estandar N°2 x Peso de Estandar N°1 (Ecuacion 8)

En donde:

Area Estandar 1: Promedio de areas obtenidas del estandar N°1.
Area Estandar 2: Promedio de areas obtenidas del estandar N°2
Peso Estandar 1: Peso del estandar N°1 en miligramos (mg).

Peso Estandar 2: Peso del estandar N°1 en miligramos (mg).

- Determinacion de la concentracion real de las soluciones estandares de referencia
correspondiente a cada nivel, en la linealidad del sistema y Linealidad del método-

Exactitud mediante la siguiente formula:

Pst R x Volumenes de alicuotas realizadas (mL) _ %P—-%H

Cs(pg/mL) = (( )) x 1000 (Ecuacisn 9)

Volumenes de aforos realizados (mL) 100

En donde:
Pst R = Peso real en miligramos (mg) del estandar secundario.
%P= Porcentaje de pureza del estandar secundario obtenida del proceso de ‘’estandarizacion’’.

100= Factor para determinar la concentracion en miligramos por mililitros

1000= Factor para determinar la concentracion en microgramos por mililitros (ug/mL)



Ejemplo: Nivel 100% en la Linealidad del Sistema

84.02mgx50mL) 99.8—
200.0mL x 10.0mL 100

Cs(ug/mL) = (( )) x 1000

Cs(ug/mL) = 210.00 pg/mL

- Determinar los microgramos por mililitros adicionados (pg/mL) correspondiente a cada

nivel en Linealidad del Método:

c ( g ) _ ( ( PRmx x Volumenes de alicuotas realizadas (mL) %P — %H 1000
W) = Volumenes de aforos realizados (mL) X 100 X
(Ecuacién 10)
En donde:

Pst R = Peso real en miligramos (mg) del estandar secundario.
%P= Porcentaje de pureza del estandar secundario obtenida del proceso de “’estandarizacioén’’.
100= Factor para determinar la concentracion en miligramos por mililitros (mg/mL)

1000= Factor para determinar la concentracion en microgramos por mililitros (pg/mL)

- Determinar los microgramos recuperados correspondiente a cada nivel en Linealidad del
Meétodo:

Cr(ug/mL) = = xCs (pg/mL) (ecuacion11)

rs

En donde:

rs: Area promedio del estandar secundario correspondiente a cada nivel obtenidos en Linealidad

del Sistema.

ru: Area de la solucién muestra.



Cr: Microgramos por Mililitros Recuperados en la Solucion Muestra de Linealidad de Método
(Hg/mL).

Cmx: Microgramos por Mililitros Adicionados en la Solucién Muestra de Linealidad de Método

(ug/mL).

- Determinar la concentracion real en microgramos por mililitros (ug/mL) de los estandares

secundarios:

PstR
PstT

Cst(%) = (€

) X %P — %H) (Ecuacion 12)

En donde:

Cst (%): Concentracion del estandar secundario en porcentaje (%).
%P: Pureza del estandar secundario en porcentaje (%).

%H: Humedad del estandar secundario en porcentaje (%).

Pst R: Peso real del estandar secundario en miligramos (mg).

Pst T: Peso tedrico del estandar secundario en miligramos (mg).

- Determinar el porcentaje sobre lo rotulado del Ensayo para cada muestra:

X

%Sobre lorotulado = (( ':r:t

) szt(%)>(Ecuacic'>n 13)

En donde:

Ast: Area promedio de la solucion estandar secundario.

Amx: Area de solucion muestra obtenida en el analisis de del Ensayo.
Cst (%): Concentracion del estandar secundario en porcentaje (%).

- Determinar el promedio, desviacion, y porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) de

las seis muestras:



Determinacién del promedio:
X = X(xi)/n (Ecuacion 14)
En donde:
xi: Dato individual.
x: Promedio.
n: ndmero total de datos.
> Sumatoria de datos

- Determinacion de la desviacion estandar:

s = [(S(xi-®)?) /(M -1)]"?Ecuacion 15)
En donde:
xi: Dato individual.
X: Promedio.
n: ndmero total de datos.
> Sumatoria de datos

- Determinacion del porcentaje de coeficiente de variacion:

% CV = [(s/X) * 100] ecuacion 16)
En donde:
X: Promedio.
s: Desviacion estandar
100: Factor.

n: nimero total de datos.



- condicion de almacenaje con respecto a la condicién inicial:

| di | = | yi — yo | (Ecuacién 17)

- Determinacion de la Media aritmética de condicidon de almacenaje:

> yi

N
—. (Ecuacion 18)
ni

yi

- Determinacion de la Media aritmética de condicion de inicial:

- > yo
0=""— i
y o (Ecuacién 19)

En donde:

di: Diferencia absoluta de la media aritmética de la condicion de almacenaje con respecto a la

condicion inicial.

yi: Media Aritmética de la condicion de almacenaje.

yo: Media Aritmética de la condicién de inicial.

Y yo: Sumatoria de % sobre rotulados obtenidos de la condicion inicial.

Y yi: Sumatoria de % sobre rotulados obtenidos de la condicion de almacenaje.



ANEXO N°3

FORMATO DE HOJAS DE CALCULO
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- Hoja resumen de linealidad del Sistema

A B

© D E F

Resumen
Estadisticas de la regresién
Coeficiente de correlacion maltiple 0.999473559
Coeficiente de determinacién RA2 0.998947396
RA2 ajustado 0.998860427
Error tipico 15717.76251
Observaciones 15
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de libertad ~ Suma de cuadrados  Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 3.04791E+12 3.04791E+12  12337.32521 9.58396E-21
Residuos 13 3211624758 247048058.3
Total 14 3.05112E+12
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%  Inferior 95.0%  Superior 95.0%
Intercepcién -6401.103448 12587.75251 -0.508518375 0.61960946 -33595.28943  20793.08253  -33595.28943 20793.08253
Variable X1 6416414.788 57767.28074 111.0735126  9.58396E-21 6291616.165 6541213.41  6291616.165 6541213.41
Variable X 1 Curva de regresion
Analisis de los residuales ajustada
Observacicn Prondstico para Y Residuos 4000000 = BE+06x - 64011

1 655352.9483 -1842.948276 > 2000000 .,l—".'/.

2 655352.9483 -1289.948276 0l ‘ : : ‘ B Prondstico para Y

3 655352.9483 -148.8482756 00000 01000 02000 03000 04000 iy

4 1052405.379 -2369.37931 Variable X 1

5 1052405.379 -302.3793103

6 1052405.379 469.6206897

7 1317107 oz Variable X 1 Grafico de los residuales

8 1317107 -20388

9 1317107 3392 60000

10 1581808.621 -22914.62069 ., 10000

1 1581808.621 14759.37931 3 20000

12 1581808.621 37356.37931 E 0

13 1978861.052 2643.948276 -20008.0000 0.0500 0.1000 0.1500 0.2@0 D.EOO 0.30@ 0.3500

14 1978861.052 -22906.05172 -40000

15 1978861052 4417.948276 Variable X1

Fuente: Elaboracién Propia
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Hoja de determinacion de conccentraciones para el parametro de linealidad del sistema

$38 ~ i Jx
A E - [u] E F [E] H |
Determinacion de la Concentracign de Referencia "% en miligramos por mililitros (mglmL)
Farmula: Determinacion de concentraciéon de real en microgramos por mililitros Cs [mgimlL] de la
soluciones
£ (malmL) & = PstP s VMolumen de alicuctas realizadas (mL) A =
‘olumenes de aforos realizados (ml) 100
Fdérmula: Determinacidon de miligramos tedricos corregidos
mg tedricos carregidos = [PstT) = P-<H
juju]
En donde:
P 93.8 Porgentaje despuez apdelestand arse cundarico (34]
H: 1E Forzentaje deshimedad'del estandar seswridario (3]
100 F actor para determinacidn de la concentracidn en miligramos por mililires (malmb) v el peso tedrico corregida
en miligramos [mgl del estandar secundario
FPstR: Pesoreal del estandar secundario en miligramos [mgl
Pzt T: Peso teorico del estindar secundario en miligramos (mg)
Linealidad del sistema Lpnr ez oia ke
Peso tedrico P 1 Lone. Tear)
Conc (Pst T Peso tedrico S0 rea mgiml
-t Tedri tedri - 0 ] id [Pst R) Img) | Balén N1 | Alicuota | Baldn N2 como
< Tedrico . eo;-c:] mo °°;'99]' o Citicolina (mL) M1 (mL) (mL] Citicolina
mgim ma sdadica sddica
L3
s0.0 00.50 S4.00 85.54 200.0 5.0 200 01031
s0.0 160,80 Sd.00 55.54 200.0 0.0 250 01850
0.0 200,35 Sd.00 §5.54 Sd. .0z 200.0 5.0 oo 02063
1z20.0 24120 S4.00 55.54 200.0 E.0 0.0 02475
1s0.0 301.50 S4.00 55.54 200.0 15.0 200 0.3094
> Calculos LS Calculos LM Linealidad Sistermna LS Conc. Corregida
Listo S92 Accesibilidad: es necesario investiaar

Fuente: Elaboracion Propia
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- Hojas estadistica para el parametro de linealidad del sistema

CALCULOS DE LINEALIDAD DEL SISTEMA

ECUACION DE LA RECTA

Conc. teérica Conc. real ("x") o
Ne (mgij} (mg/mL) Respuesta ("y") x* Xy ¥? y=bxt+a
Citicolina L g (Areas)
sodica Citicolina sodica
1 0.1031 653510 0.010637 67399 427075320100 655353
2 0.1050 0.1031 654063 0.010637 67456 427798407969 655353
3 0.1031 655203 0.010637 67574 429290971209 655353
4 0.1650 1050036 0.027230 173272 1102575601296 1052405
5 0.1680 0.1650 1052103 0.027230 173613 1106920722609 1052405
6 0.1650 1052875 0.027230 173740 1108545765625 1052405
7 0.2063 1326281 0.042547 273571 1759021290961 1317107
8 0.2100 0.2063 1296719 0.042547 267473 1681480164961 1317107
9 0.2063 1320449 0.042547 272368 1743585561601 1317107
10 0.2475 1558894 0.061268 385862 2430150503236 1581809
11 0.2520 0.2475 1596568 0.061268 305187 2549029378624 1581809
12 0.2478 1619165 0.061268 400780 2621695297225 1581809
13 03094 19815035 0.095791 613085 3026362065025 1978861
14 0.3150 0.309% 1955955 0.095731 605180 3825759962025 1978861
15 0.3094 1983279 0.095731 613634 3933395591841 1978861
rx= 2= rxi= Txy= 2=
3.0940 19756605 0.712236 4550195 29072686604307
Simbolo Valor Descripcion
n° 15 Grados de libertad
t(0.975. n-2) 216 WValor t de student
Ya= 3.0940 Sumatoria de "x"
= 19756605 Sumatoria de "v"
Fxy= 4550195 Sumatoria de "xy"
Fxi= 0.712236 Sumatoria del cuadrado de "x"
Ty= 29072686604307 Sumatoria del cuadrado de "y"
X 0.2062691 Promedio aritmético de "x"
v 1317107 Promedio aritmético de "v"
Fax 0.074031678 Sumatoria de la desviacion de los cuadrados de "x" respecto de su media
Yay 3.05112E+12 Sumatoria de la desviacion de los cuadrados de "y" respecto de su media
Yaxy 4730179561 Sumatoria de las desviaciones de "x", "v" respecto de su media
b 6416415 Pendiente de la linea de regresion
a -6401 Intercepto
T 0.999 Coeficiente de correlacion
IS 1.00 Cocficiente de determinacién
iy 3211624758 Sumatoria de los cuadrados de error
Swvlx 15717.76251 Estimador de la desviacion poblacional "v" sobre "x"
Sh 57767.28074 Desviacion de la pendiente
DETERMINACION DE INTERVALO DE CONFIANZA DE LA PENDIENTE IC(b)=
Criterio de aceptacion: IC(b) Dictamen Formula:
IC(b)=b+t0975n—2sa
No debe incluir cero CONFORME
IC(b)= | 6541192.114 6201637.461

Fuente: Elaboracién Propia




- Hojas estadistica para el parametro de linealidad del sistema (continuacion)

69 CALCULOS DE LINEALIDAD DEL SISTEMA
70
71 DETERMINACION DE LA REGRESION
72 | RESUMEN
o .. Resultados C”te“o‘ fle Dictamen
73 Estadisticas de la regresion aceptacion
74 Coeficiente de correlacién multiple 0.999 0.995 CONFORME
e Coeficiente de determinacién R"2 1.00 0.98 CONFORME
76 R72 ajustado 0.998866427 INFORMATIVO
77 Exror tipico 15717.76251 INFORMATIVO
78 Observaciones 15
79
80 DETERMINACION DE ANALISIS DE VARIANZA
81 |[ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de los
Ficalcalad; Valop eritico de F Dict:
82 libertad cuadrades; cuadrados Ty ce ictamen
83 [Regresion 1 3.04791E+12 31049918112 12337:32521 fL_o,58396E-21 [ caleulado>F;
84 |Residuos 13 3211624758 247043055.3 indica que el modelo
es razonable y
85 |Total 14 3.05112E+12 adecuado
87 DETERMINACION DE ANALISIS DE RESIDUALES
88
89 ANALISIS RESIDUALES
90 Observacién Pronéstico Residuos
91 1 655352.9483 -1842.948276
92 2 6553529483 -1289.948276 1
ANALISIS DE RESIDUOS
93 3 655352.9483 -149.9482759 50000
94 4 1052405379  -2369.37931 ;‘gggg .
95 5 1052405379  -302.3793103 0000
=
96 6  1052405.379 469.6206897 F0000 z ¢ P
g
@ 0 — ¢ ¢ 3 T T 3l
o7 U SR ST -100000-02 500000.02 10000'00 1500000 2000000 2500000
98 8 1317107 -20388
-20000 * * *
99 9 1317107 3342 -30000 i
Variable X 1
100 10 1581808.621 -22914.62069
101 11 1581808.621 14759.37931
102 12 1581808.621 37356.37931
103 13 1978861.052 2643.948276
104 14 1978861.052 -22906.05172
105 15 1978861.052 4417.948276
106
107
108
109 | Criterio de aceptacién: | Datos aleatorios en grafico de residuales. |
110 [ Dictamen: | CONFORME |
111

Fuente: Elaboracion Propia
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- Hoja resumen del paremetro de linealidad del metodo

A B D E F G H
Resumen
Estadisticas de la regresién

Coeficiente de correlacion maltiple 0.999911476
Coeficiente de determinacion RA2 0.999827959
RA2 ajustado 0.999797667
Error tipico 0.00119924
Observaciones 9
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de libertad  Suma de cuadrados  Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 0.056853839 0.056853839 39531.85871 2.14892E-14
Residuos 7 1.00672E-05 1.43818E-06
Total 8 0.056863906

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95% Inferior 95.0%:uperior 95.0%
Intercepcion -0.000258942 0.00105765 -0.244827852 0.813611737  -0.002759887 0.002242 -0.00275989 0.002242
Variable X 1 0.991264229 0.004985581 198.8262023 2.14892E-14 0.979475202 1.00305326  0.9794752 1.00305326
. . r
Variable X 1 Curva de regresion
Anélisis de los residuales ajustada
Observacion Pronéstico para Y Residuos 0.40000 y=0.9913x - 0.0003

1 0.097083955 -0.00026424 > 0.20000 ey

2 0.097091407 -0.000348747 0.00000 ~ T T T ] W Prondstico para Y

3 0.097083955 -0.000759442 0.0000 0.1000 0.2000 0.3000 0.4000 —Lineal (V)

4 0.194426853 0.00131427 Variable X 1

5 0.194449208 0.001433685

6 0.194426853 -2.96679E-06 O O

7 ORI, 0002357122 Variable X 1 Grafico de los residuales

8 0.29176975 0.000318894

9 0.29176975 0.000565669 0.002 l *

) § 0 . : * : ‘. |
E 0.0000 0.0500 U.&OO 0.1500 0.2000 0.2500 0.3000 0.3500
& 0,002 .
-0.004
Variable X 1
0 0

Fuente: Elaboracién Propia
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Hoja de determinacion de conccentraciones para el parametro de linealidad del metodo

[En donde:
. o
op- 998 Porcentaje de pureza (%6)
. o
o 16 Porcentaje de humedad (%o)
Factor para determinacion de la concentracion en miligramos por mililitros (mg/mL) v el peso tedrico corregido en miligramos (mg) del estandar de
100 referencia
PstR- Peso real en miligramos (mg)
Pst T Peso tedrico en miligramos (mg)
488.32 Peso molecular de Citicolina (anhidra) en grami@s/moles (ghmol).
510.31 Peso molecular de Citicolina sddica (humedad) en gramo$fmoles (g/mol)
[Linealidad del método con Placebo adicionado (Principio activo mis Placebo) Cascada de dilucion
2 Ne
Conc tebri Peso teérico Pst|  Peso teori Peso real Conc. Real N°1 Conc :ea[l‘ 1
onc teérica |Peso teérico Psi eso tedrico mg/m]
PstR Balén N°1 Alicuota N°1 L
9% tedrico (mg/mL) T (mg) corregido (mg) | o1 @) aon ietota Placeho (mg) | Balén N°2 (mL) mg/ni =
e e e - o o Citicolina (mL) (mL) (x) R
Citicolina Citicolina sédica| Citicolina sédica . - e Citicolina
sodica Citicolina sodica A
(anhidra)
< . 5
50.0 0.1000 130.89 130.63 50.0 1.00 36.76 250 01026 0.0982
- - 25
50.0 0.1000 130.63 130.89 130.64 50.0 1.00 36.77 25.0 0.1026 0.0982
50.0 0.1000 130.89 130.63 50.0 1.00 36.75 250 0.1026 0.0982
2 2 261.2 5 5 25
100.0 0.2000 261.78 261.26 50.0 1.00 73.51 250 02052 01964
2 261.2 2 261.2 5 - -
100.0 0.2000 261.26 261.78 261.29 50.0 1.00 73.53 25.0 0.2053 0.1964
100.0 0.2000 261.78 26126 50.0 1.00 73.54 250 02052 01964
5 2 5 2 25
150.0 0.3000 261.78 391.90 50.0 1.00 110.26 250 03079 02946
5 2 5 25 25
150.0 0.3000 391.89 261.78 391.89 50.0 1.00 110.25 25.0 0.3079 0.2946
150.0 0.3000 261.78 391.89 500 1.00 110.25 250 0.3079 0.2946
> Calculos 1S Calculos IM linealidad Sistema I S Conc. Carrenida linealidad del Método LM Conc. Corregida Fsti = +
Determinacion de la concetracién recuperada en miligramos por mililitros Cr (mg/mL)
Férmula: Determinacién de concentraciénrecuperada en miligramos por mililitros Cr (mg/mL) de las soluciones
Cr (mgmL) ("y) = Au 488.32 g/mol
( As xCs) * 51031 gimol
[En donde:
Au Area de la solucion muestra del nivel correspondiente
As Area promedio de las soluciones de referencias de los niveles correspondientes en Linealidad del Sistema
Cs Concentracion promedio de las soluciones de referencias de los niveles correspondientes en Linealidad del Sistema
Linealidad del Sistema Linealidad del método (exactitud)
Concentracion | Concentraciéon
Nivel Conc. de las soluciones Nivel (mg/mL) (mg/mL)
- ;e estandares (mg/mL) como Respuesta - ;e Respuesta Adicionada Recuperada
) Citicolina sédica *) Citicolina Citicolina
(anhidra) (anhidra)
642073 0.0982 0.09682
50.0 0.1031 654259 50.0 641562 0.0982 009674
638789 0.0982 0.09632
1303369 0.1964 0.19574
100.0 02063 1314483 100.0 1304313 0.1964 0.19588
1294598 0.1964 0.19442
1929935 0.2946 0.28952
150.0 03094 1973580 1500 1947057 0.2946 0.29209
1948702 0.2946 0.29234

Fuente: Elaboracién Propia




- Hojas estadistica para el parametro de linealidad del metodo

10
11 CALCULOS DE LINEALIDAD DEL METODO - EXACTITUD
gt e
Conc tedrica | Conc.adicionada | Conc.recuperada %
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) x? Xy ¥ y=bx+a Recuperacion Dictamen
Citicolina Citicolina Citicolina (¥/x)
12 (anhidra) (anhidra)
13 0.0982 0.09682 0.01 0.01 0.01 0.10 98.6 CONFO
14 0.1000 0.0982 0.09674 0.01 0.01 0.01 0.10 98.5 CONFORME
15 0.0982 0.09632 0.01 0.01 0.01 0.10 98.1 CONFORME
16 0.1964 0.19574 0.04 0.04 0.04 0.19 99.7 CONFO
17 0.2000 0.1964 0.19588 0.04 0.04 0.04 0.19 99.7 CONFO
18 0.1964 0.19442 0.04 0.04 0.04 0.19 99.0 CONFORME
19 0.2046 0.28052 0.09 0.09 0.08 0.2 98.3 CONFORME
20 0.3000 0.2946 0.29209 0.09 0.09 0.09 0.29 99.1 CONFORME
21 0.2946 0.29234 0.09 0.09 0.09 0.29 99.2 CONFO
22 Xx= Xy= rx= rxy= Yy=
ma
23 177 175 0.41 0.40 P 8902
24 Promedio (% ) 98.9
Desviacion cstandar 0.6
25 (s)
Porcentaje de 0.6
26 variacion (%CV) ’
28 Valor Descripeidn
29 9 Grados de libertad
30 2.365 Valor t de student
31 1.77 Sumatoria de "x"
32 1.75 Sumatoria de "y"
33 0.40 Sumatoria de "xy"
34 0.41 Sumatoria del cuadrado de "x"
35 0.40 Sumatoria del cuadrado de "y"
36 0.19640569 Promedio aritmético de "x"
37 0.194430227 Promedio aritmético de "y
38 0.057860332 Sumatoria de la desviacion de los cuadrados de "x" respecto de su media
39 0.056865255 Sumatoria de la desviacién de los cuadrados de "y respecto de su media
40 0.057355554 Sumatoria de las desviaciones de "x", "y" respecto de su media
41 0.9913 Pendiente de la linea de regresion
42 -0.0003 Intercepto
43 1.00 Coeficiente de determinacion
44 1.00758E-05 Sumatoria de los cuadrados de error
45 0.001199751 Estimador de la desviacién poblacional "y"' sobre "x"
46 0.004987704 Desviacion de la pendiente
47 0.0010581 Desviacion del intercepto
48 0.6171 Coeficiente de variacién corregido "y/x"

Fuente: Elaboracion Propia




- Hojas estadistica para el parametro de linealidad del metodo (continuacion)

50

51 DETERMINACION DE INTERVALO DE CONFIANZA DE LA MEDIA POBLACIONAL IC(u)=

52
53 ‘riterio de aceptacion: Dictamen Formula:

: s
ICW) =§+£0975n 1~

ICw= | 9936 | 98.46

54 . .
< |5 incluye dentro del intervalo & -

btenido del porcentaje de recobro s
56 tenido del poreentaje de recobro se CONFO
57 | incluye el intervalo.
58
59

60

- DETERMINACION DE INTERVALO DE CONFIANZA DE LA PENDIENTE IC(b)=

62

@ erio de aceptacion: IC(b) Dictamen Formula:

64 Debe incluir la unidad CONFORME IC(DY=b+t0975n—25b
65 ICb)= | 1.003 | 0.979
66
67
68

69

. DETERMINACION DE INTERVALO DE CONFIANZA DEL INTERCEPTO IC(a)=

71

72 erio de aceptaciéon: IC(a) Dictamen Formuld:

73 . . IC(a) =a&£t0975n—-2sa
Debe incluir el cero CONFORME

74 IC@#E | 0.0022 [-0.003
75

7R

1

73 DETERMINACION DEL COEFICTENTE DE DETERMINACION (r:)

79

Determinacion Criterio de aceptacion: Resultados Dictamen:
80

Coeficiente de determinacién (1) 0.98 1.00 CONFORME

81
82

83
84

- DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RECUPERACION

86

Determinacion Criterio de aceptacion: Resultados Dictamen:
87

P Porcentaje de recuperacion: 98.0 102.0 98.9 CONFORME

89
90
91

Fuente: Elaboracion Propia
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- Hoja de calculo para la determinacion de concentraciones de estandar secundario

ANALISTA N1
CALCULOS DE PRECISION (REPRODUCIBILIDAD- INTERMEDIA)

Farmula: Determinacion de la concentraciones reales de los estindares de referencias en porcentajes (%)

(i :
Cfp Il‘—E :I como Citicolina sodica (anhidra)
mL

Pst R x Volumenes de alicuotas realizadas (mL) %P — %H y
Tl . . X )
Volumenes de aforos realizados (mL) o0

Estandar referencia N°1

Pst R (mg) 21.03  |Peso real en miligramos (mg)
Pst T (mg): 2100  |Peso tedrico en milipramos (mg)
0ol 99 80 |Porcentaje de pureza (%o)
2oH: 16 Porcentaje de humedad (%o)
Cst (mg/mL) 0.2 Concentracion real en miligramos por mililitro (mg/ml)
Alicuota 1 (mL) 50
Balon 1 (mL) 50.0 Cascada de dilucion del estandar
Baldn 2 (mL) 10.0
Estindar referencia N°2
Pst R (mg): 21.01 |Peso real en miligramos (mg)
Pst T (mg): 21.00  |Peso tedrico en miligramos (mg)
0oP- 99 8 Porcentaje de pureza (%)
0oH: 16 Porcentaje de humedad (%)
Cst (mg/'mL) 02 Concentracion real en miligramos por mililitro (mg/'ml.)
Alicuota 1 (mL) 5.0
Balon 1 (mL) 50.0 Cascada de dilucion del estandar
Balon 2 (mL) 10.0

Determinacion de la concentracion real N°1

mg/ml=|0.21

Fuente: Elaboracion Propia
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- Hoja estadistica del parametro de precision (repetibilidad y precisién intermedia)

A B E E E] H
Formula : Determinacion del Porcentaje obtenido de Ensavo en la Solucion Muestra
, _ mg obtenidos i
% = rotulado 100
En donde:
Anm: Area de 1a solucion muestra
Ast: Area de la solucion estandar
Cfp: Concentracion final del patron de Citicolina sddica en miligramos por mililitros (mg/mL)
% Porcentaje obtenido del ensavo de la solucion muestra (%)
o Peso promedio de los comprimidess.en milieramos (mg) (Analista 1) 677.32
a Peso promedio de los comprinlidessen miligramos (mg) (Analista 2) 680.08
R: Cantidad que rofula de Citicolina en el préducto en miigramos/cofnprimido 300.0
P Peso de la muestra en milisramos (mg)
488.32 Peso molecular de la Cificolina en gramos por moles (g/mol)
510.31 Peso molecular de la Cificolina Sodica en gramos por moles (g/mol)
ANALISTA L
Estandar de referencia N°1 Area Ll}].ll:l‘].lftrﬂl:ll)].l
fmeml
1 1260336
2 1258075
3 1262615 0.21
4 1262266
5 1263246
Promedio (¥ : 1261308
Desviacion Estandar (s): 2108.3
Coeficiente de variacion
(% CV): 0.2
Estandar de referencia N°2 Area Concentracion
1 1260821
2 1261493
3 1261700 0.21
4 1261947
5 1261592
Promedio (X) : 1261511
Desviacion Estandar (s): 421.0
Coeficiente de variacion
(% CV): 0.0

Fuente: Elaboracion Propia



- Hoja estadistica del parametro de precision (repetibilidad y precision intermedia)

(continuacion)
oo = = = = = ! = t ! =
] ANALISTA 2
Estandar de referencia N°1 Area then,tmtwn
70 (mng/mL)
71 1 2632174
72 2 2629746
73 3 2629927 0.21
74 4 2626359
75 5 2631009
76 Promedio [X): 2629843
77 Desviacion Estandar (s): 2176.5
Coeficiente de variacion
7a (%CV): 0.1
79
80 Estandar de referencia N°2 Area Concentracion
a1 1 2636621
a2 2 2658882
a3 3 2650620 0.21
a4 4 2652748
a5 5 2648697
86 Promedio [X): 2651314
a7 Desviacion Estindar (s): 0365.4
Coeficiente de variacion

22 {(%CV): 0.4
a9
q0 Precision Intermedia

Muestra Area Pmx (mg) mg %o
1
92 1 1307345 338.69 5207 104.1
93 2 1318606 338.66 5252 105.0
94 Analista 1 3 1308998 338.66 5214 104.%
95 4 1311944 338.67 522.5 104.5
96 5 1322635 338.69 526.8 105.4
7 6 1303134 338.67 519.0 103.8
9z 1 2664482 340.02 509.0 101.8
a3 2 2668345 340.06 5007 101.9
100 Analista 2 3 2661391 340.07 5084 101.7
101 4 2671465 340.05 5103 102.1
10z 3 2681628 340.07 312.2 102.4
03 6 2668132 340.08 300.6 101.9
104 Promedio [X] : 516.2 103.25
105 Desviacion Estandar (s): 70 1.4
06 Coeficiente de variacion (%o CV): 1.4 1.4

Fuente: Elaboracién Propia
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Hoja estadistica del parametro de precision (repetibilidad y precision intermedia)
(continuacién)

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE COEFICIENTE DE VARIACION (%CV)

Precizion: a) Repetibilidad

Estandar-Analista E

Fuente: Elaboracion Propia

stab inicio

N Criterio de Rezultados .
Determinacion L Dictamen:
Aceptacion: Analista N°1
Porcentaje de coeficiente de variacion (3CV): ,
! g (e €.0% 06 CONFORME
Individualmente
.. Criterio de .
Determinacion ‘s Resultados Dictamen:
aceptacion: Analista N°2
Porcentaje de coeficiente de variacion (SaEhi)? o .
- =10% 0.3 CONFORME
Individualmente
Precision: b) Intermedia
. Criterio de Resultados
Determinacion taci
aceptacion: . . I .
P Analista N°1 v Analita N*2 Dictamen
Porcentaje de coeficiente de variacion (3CV):
Entrs ambos =4.0% 1.4 CONFORME
(Analista N°1 y N*2)
. . , -
Hoja de estadistica para el parametro de Adecuabilidad
L) B c o E F G H 1 J K L M N
17 ANALISTA N*1
1 Estandar de referencia N*1 Estandar de referencia N°2
13
Ne Area Altura Platos Tedricos A'simelr Ne Area Altura Platos Tedricos | Asimetri
ia(T) a(T)
20
1260336 148500 4256 15 1 1260821 148939 4133 14
21 1
1250075 148768 4260 14 2 1261493 149133 4207 14
2z 2
1262675 148668 4207 14 3 1261700 143026 4173 14
23 3
1262266 148730 4198 14 4 1261347 143085 4173 14
24 4
1263246 47647 4099 14 8 1261592 148809 4157 14
25 5
26 Promedio 1261308 148463 4204 14 Promedio 126161 149010 4182 14
Desviacion Desviacion
57 | Estandar [s) w83 Estandar (s] 420
Porcentaje de Porcentaje
variacion 02 de variacion oo
28 L0 [&7dm'il
24 ANALISTA N°2
30 Estandar de referencia N*1 Estandar de referencia N°2
3
Ne Area Altura Platos Tedricos A‘simelr Ne Area Altura Platos Tedricos | Asimetri
ia (T) a(T)
3z
1 2632174 324569 4283 13 1 2636621 328123 4264 13
33
2 2629746 3238 4258 13 2 2698882 327834 4245 13
34
3 2629327 323348 4264 13 3 2663621 327536 4231 13
35
4 2626359 323506 4270 13 4 2652748 326403 4214 13
36
g 2631009 324514 4258 13 g 2648897 32008 4241 13
3T
a6 Promedio 2629843 323930 4267 12 Promedio 2651314 327395 4233 13
Desviacién Desviacién
33 | Estandar (s) NS5 Estandar [s] 364
01 04
.

Estabilidad Analitica
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En donde:

Hoja estadistica del parametro estabilidad del sistema

Am: Area de la solucidn muestra
Ast: Area de la solucidn estandar
Chp: Concentracion final del patron de Citicolina sddica en miligramos por
) mililitros (mg/mL)

%o Porcentaje obtenido del ensayo de la solucidn muestra (%) I |
Pp: Peso promedio de los comprimidos en miligramos (mg) 67732
- Canfidad que rotula de Cificolina en el producto en $00.0

- milisramos/combprimido -
Prx: Peso de la muestra en miligramos (mg)
488.32  |Peso molecular de la Citicolina en gramos por moles fgimol)
510.31  |Peso molecular de 1a Citicolina Sodica en gramos por molesy(s'olol)

CONDICION INICTAL (0) -Preparacion reciente
Estandar de Area mg/mL
referencia N°1
1 1260336
2 1258075
3 1262615 0.21
4 1262266
5 1263246
Promedio () : 1261308
Desviacion Estandar
(s): 21083
Coeficiente de
variacion (% CV): 02
[sr:indar\i;ﬂmdario Area mg/mL
1 1260821
2 1261493
3 1261700 0.21
4 1261947
5 1261592
Promedio (X : 1261511
Desviacion Estandar
(s): 421
Coeficiente de
variacion (% CV): 0.0

Fuente: Elaboracién Propia

CONDICION ALMACENAJE (24) -Preparacion reciente

Estandar de
referencia N°1 Area mg/mL
1 1242668
2 1239110
3 1239484 0.21
4 1243648
5 1243715
Promedio (X) : 1241725
Desviacion
Estandar (s): 22587
Coeficiente de
variacion (% CV): 0.2
Estandar
Secundario N°2 Area mg/mL
1 1245865
2 1242411
3 1246168 0.21
4 1243062
5 1247450
Promedio (X) : 1244991
Desviacion
Estandar (s): 2155
Coeficiente de
variacion (% CV): 0.2




Hoja estadistica del parametro estabilidad del sistema (continuacion)

REGISTRO DE PESOS

Pmx R (mg)

338.60

338.66

338.66

338.67

338.60

[ | e | [ ] =

td | b
[re}

8.67

RESULTADOS- MUESTRAS

Muestra Inicial Muestra despues 24H
Criterio de Criterio de aceptacion:
N Area aceptacion: ¥ Area Yo 98.0%-102.0%
Yo Tl
1 1307345 104.1 1321146 106.9 102.6
L 1318606 105.0 1325446 1072 102.1
3 1308908 104.3 1319724 106.8 102.4
4 1311944 104.5 1321636 106.9 102.3
5 1322635 1054 1306080 103.7 100.3
6 1303134 163.8 1284905 104.0 1002
Promedio (X): 1312110 105 1313148 106 101.7
Desviacion Estandar (s): 72933 0.6 153547 12 1.1
Coeficiente de variacion
(WCYV): 0.6 0.6 12 12 1.1
Sumatoria (T) 627.11 637.3 609.95
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DETERMINACION DE MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS INICIAL Y ALMACENAJE

MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS INICIAL

___Iye
yo=

ne

Donde:

ne = numero ds muestras del andlisis inictal.
(o) = Media aritmética del andlisis inicial

[go=

1043

DETERMINACION DE LA DIFERENCIA ABSOLUTA DE LA CONDICION DE ALMACENAJE CON RESPECTO AL INICIAL

MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS

ALMACENAJE
- _Ex
yi=="—
Tl
Donde:
ni = numeto de muestras del andlisis de la condicion de
almacenaje.

(i) = Meadia aritmética de de la condicién de almacenaje

(g 24n=T[1063

Formula:

Idil = §i-Fo

Donde:

(o) = Media aritmética del andlisis inicial

(Fi) = Meadia aritmética de la condicion almacenada

dit= = Diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicién de almacenaje con respecto del andlisis inicial.

aritmética de cada condicion

Determinacion Cme"?.de Resultados Dictamen
aceptacion:
1di= = Diferencia absoluta de la media <20% 17 CONEORME

Fuente: Elaboracién Propia




135
136
137
138
139
40
1Ll
142
143
144
145

146

7
18
149
50
11
52

153
154
185

136
157
Lt

159
1E0

161
&2
B3

164

TEG
Ibk

67
68

et

[0

172
173
174
175
176

177

1rd
1a

120
Il

122
183

134
18R

Hoja estadistica del parametro estabilidad del sistema (continuacion)

REGISTRO DE PESOS
N® PstR (mg) Pst T(mg)
1 21.03
2 21.00 21.00
3 21.00

RESULTADOS-ESTANDARES

Muestra Inicial-Estindares Muestra despues 24H-Estandares
Criterio de Criterio de aceptacion:
N® Area aceptacion: mg/mL Area mg/mL 98.0%-102.0%
Yo Y1
1 1237172 0.21 1264492 0.21 100.5
2 1257129 021 1262009 021 100.3
3 1258485 0.21 1260087 021 100.2
4 1262633 021 1265688 021 009
5 1248078 P21 1250881 0.21 101.1
6 1246308 02l 1261404 0.21 101.2
Promedio (X): 1235051 L0s 1263833 0 100.5
Desviacidn Estindar (s): 6239.7 0.6 33944 0.0 11
Coeficiente de variacion
(WCV): 0.5 0.3 0.0 11
Sumatoria (T) 637.3 609.95

DETERMINACION DE MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS INICIAL ¥ ALMACENAIJE

MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS INICIAL

Lyo
no

¥o =

Donde:
no = numere de muestras del andlisis inicial.
(F0) = Media aritmetica del analisis inicial.

lgo= 1043

MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS

ALMACENAJE
- _Ew
yi==
ni
Donde:
ni = numero de muestras del andlisis de la condicion de
almacenaje.

(1) = Media aritmetica de de la condicion de almacenaje

DETERMINACION DE LA DIFERENCIA ABSOLUTA DE LA CONDICION DE ALMACENAJE CON RESPECTO AL INICIAL

Formula:

Idil = §i-Fo

Donde:

(0) = Media aritmética del andlisis inicial

(i) = Media aritmética de la condicion almacenada
1dir== Diferencia abzoluta de la media aritmética de cada
condicion de almacenaje con respecto del andlisis micial.

Determinacion Crllerl?.de Resultados Dictamen
aceptacion:
1dit= = Diferencia absoluta de la media <2.0% i1 CONFORME

aritmética de cada condicion

Fuente: Elaboracién Propia




- Hojas estadisticas del parametro Especificidad

11
12 ESPECIFICIDAD
13
14 |Especificidad de la Solucién Placebo al 100.0% Sin Degradar
15

16 Ne % Respuesta
17

18

i 100.0

oo |o |C

1
2
20 3
21 4

22
23 |Especificidad de la Solucion Placebo al 100.0% Degradacion Termica
24

25
26

4

% Respuesta

27

28

100.0

29

FESN VS S
[=3 =R =R-]

30

31
32 |Especificidad de la Solucion Placebo al 100.0% Degradacion Oxidatixa
33

34
35

Ne % Respuesta

36

37

100.0

38

k(=
(=N [= 1 = L]

(L

39

40
58

58
59 |Especificidad de la Solucion de Producto al 100.0% Sin Degradar
60

61 -
Ne % Respuesta
62

63 1303630

64 1304030

100.0

65 130322

oSN AV S P

66 1302526

67
68 |Especificidad de la Soluciéon Principio Activo al 100.0% Degradacion Termica

69

70
71

Ne % Respuesta

72 1346198

P |-

73 1341032

100.0

74 1319319

1320057

|

75

76
77 |Especificidad de la Solucion de Producto al 100.0% Degradacion Oxidativa
78

79 -
Ne % Respuesta
80

81 1311244

a2 1311605

100.0

83 1308231

oSN AV S P

84 1306508

B>
103

Fuente: Elaboracién Propia



ANEXO N°4
CASCADA DE DILUCIONES DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION



- Preparacion de solucion placebo al 100.0%: Sin degradar, degradacion termina y
degradacion Oxidativa

Pesar 73.5 » 50.0 mL (aforo: agua purificada)
Equivalente a 250.00 mg
de Citicolina (muestra) l

1.0mL ——»  25.0mL (aforo: agua purificada)

- Preparacion de solucion muestra de producto al 100.0%: Sin degradar, degradacion
termina y degradacion Oxidativa

Equivalente a 250.00 mg — 50.0 mL (aforo: agua purificada)
de Citicolina l

(muestra)

1.0mL—> 25.0 mL (aforo: agua purificada)
Concentracién final de Citicolina sodica: 0.21mg/mL.

Concentracion final de Citicolina: 0.20mg/mL.

- Solucién estandar secundario al 100.0%:

21.00 mg Citicolina sédica — 50.0 mL (aforo: agua purificada)

(estandar secundario) l

5.0 mL—— 10.0 mL (aforo: agua purificada)
Concentracién final de Citicolina sodica: 0.21mg/mL.

Concentracion final de Citicolina: 0.20mg/mL



- Preparacion de solucién muestra de producto al 100.0%

Equivalente a 250.00 mg — 50.0 mL (aforo: agua purificada)
de Citicolina l
(muestra)
1.0mL —* 25.0 mL (aforo: agua purificada)
Concentracion final de Citicolina sodica: 0.21mg/mL.

Concentracién final de Citicolina: 0.20mg/mL



ANEXO N°%

IMAGEN DE COLUMNA'Y EQUIPO UTILIZADO EN LA VALIDACION



- Columna Bondapack C18 300 mm x 3.9 mm (10um)

o T
-
»

Fuente: Elaboracion Propia



- Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia, MERCK HITACHI modelo PRIMAIDE

B
hi i e

Fuente: Elaboracion Propia



ANEXO N°7

REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.39:06 PRODUCTOS
FARMACEUTICOS. VALIDACION DE METODOS ANALITICOSPARA LA
EVALUACION DE LA CALIDAD DE LOS MEDICAMENTOS.



REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.03.39: 06

ANEXO DE LA RESOLUCION No. 188-2006 (COMIECO-XL)

REGLAMENTO RTCA 11.03.39: 06
TECNICO
CENTROAMERICANO

PRODUCTOS FARMACEUTICOS. VALIDACION DE
METODOS ANALITICOS PARA LA
EVALUACION DE LA CALIDAD DE LOS
MEDICAMENTOS

Correspondencia: No hay correspondencia con ninguna norma
internacional

ICS 11.120.01 RTCA 11.03.39:06

Reglamento Técnico Centroamericano editado por:

Ministerio de Economia, MINECO

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

Ministerio de Economia, Industria y Comercio, MEIC



ANEXO N° 8

REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO RTCA 11.01.04:10 PRODUCTOS
FARMACEUTICOS. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD DE MEDICAMENTOS PARA
USO HUMANO



ANEXO DE LA RESOLUCION No. 256-2010 (COMIECO-LIX)

REGLAMENTO TECNICO RTCA11.01.04:10
CENTROAMERICAN O Primera Actualizacion

PRODUCTOS FARMACEUTICOS. ESTUDIOS DE
ESTABILIDAD DE MEDICAMENTOS PARA USO
HUMANO

CORRESPONDENCIA: Este reglamento no tiene correspondencia con ninguna norma
internacional.

ICS 11.120.1 RTCA 11.01.04:10

Reglamento Técnico Centroamericano, editado por:

. Ministerio de Economia, MINECO
Conscjo Nacional de Ciencia y Tecnologia, CONACYT
Ministerio de Fomento, Industria y Comercio, MIFIC
Secretaria de Industria y Comercio, SIC
Ministerio de Economia Industria y Comercio, MEIC



ANEXO N°9

DECLARACION POR PARTE DE LA ORGANIZACION MUNDIAL PARA LA SALUD
SOBRE LOS MEDICAMENTOS



e A A I

) Organizacion
¥ Mundial de la Salud

Americas

rganizacion
Ministerio de Salud GED) Organizacén ¢
Presidencia de la Nacion 2 de la Salud -

Medicamentos

Cantafio, Fabio Fidel
Abogado, UBA. Actualizacién en Propiedad Intelectual y en Bioética, Facultad de Derecho, UBA.
Asesor Legal de la ANMAT.

El enfoque de estudio del medicamento que se propone, lo capta desde el momento en que se
convierte en un producto manufacturado. Esta visién permite analizarlo desde las multiples
disciplinas juridicas que le son aplicables (v.gr., defensa del consumidor, de la competencia, lealtad
comercial) como también, para poner de manifiesto sus caracteristicas distintivas de otras
mercancias. Entre estas Ultimas se destaca la utilizacién del medicamento en pro de la salud de las
personas cuya fabricacién estd alcanzada por la esfera de gobierno perteneciente a la salud publica,
desde la cual se ha desplegado una profusa reglamentacién en todos los Estados del orbe.

Se llega asi a la actual caracterizacién del medicamento como un bien colectivo (o bien social), que
define su intima conexién con la salud y la vida de las personas en su faz individual o existencial, tan
indisolublemente ligada a su dimensién social o comunitaria. Otra caracteristica propia del
medicamento es su universalidad, en tanto su produccién industrial, altamente tecnificada,
conforma una de las condiciones materiales para satisfacer las necesidades vitales de los pueblos,
en la medida que se corresponda con el derecho al acceso.

Finalmente cabe sefialar, por su relevancia, las determinaciones mas generales, a saber: la funcién
intrinseca del medicamento (su efecto o actividad), cientificamente comprobada, en beneficio de la
persona (eficacia), que se vincula, formando un binomio, con su seguridad (aludido en el concepto
de “balance riesgo-beneficio”); por Gltimo, su calidad que, en su conjunto, lo definen como tal.

La definicién de medicamento. A modo de aclaracién previa, en la literatura y en los documentos
técnicos se emplea el término medicamento y producto farmacéutico o medicinal como sinénimos (y
sus palabras en inglés medicines, drugs y pharmaceutical products).

En una acepcién, el medicamento es “toda preparacién o producto farmacéutico empleado para la
prevencién, diagndstico y/o tratamiento de una enfermedad o estado patolégico, o para modificar
sistemas fisiolégicos en beneficio de la persona a quien se le administra” (decr. 150/92 -texto
ordenado, 1993-, art. 1°, inc. a). Con los mismos términos se lo define en el Volumen IV de la
Farmacopea Argentina, VII Edicién.

La definicién anterior de medicamento especifica la legal que incluye en su texto, de modo amplio y
visién previsora, a “las drogas, productos quimicos, reactivos, formas farmacéuticas, medicamentos,
elementos de diagnéstico y todo otro producto de uso y aplicacion en la medicina humana” (art. 1°,

ley 16.463 de medicamentos del afio 1964).

Otro concepto importante, el de “especialidad medicinal o farmacéutica”, se aplica a todo
medicamento fabricado industrialmente y de modo uniforme por los laboratorios farmacéuticos,
habilitados especialmente para ello, cuyas notas de “composicién cuantitativa definida declarada y
verificable, de forma farmacéutica estable y de accién terapéutica comprobable” la definen.

El término medicamento magistral se incluye en la Farmacopea Argentina, VIl Edicién, referido a
“todo medicamento prescripto en una receta magistral para un paciente individualizado,
posteriormente preparado, envasado y rotulado por un farmacéutico en el laboratorio de su farmacia
y dispensado en la misma”. Esta forma de medicamento se diferencia del producto manufacturado.

Retomando la idea del medicamento como producto fabricado industrialmente o en serie, como
todos ellos, su existencia como tal comienza con su desarrollo y disefio o concepcién y se materializa
con su produccién (producto final o terminado).
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