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RESUMEN EJECUTIVO

La presente investigacion tiene como titulo “Determinacion del Periodo de Vigencia de
Soluciones de Referencia para Sustancias Relacionadas preparadas en el Laboratorio de Control
de Calidad de Calox, Costa Rica durante el 111 cuatrimestre del 2016

Para el registro de los medicamentos ante autoridades sanitarias se le solicita al
laboratorio fabricante, entre otras pruebas analiticas, la identificacion y cuantificacion de las
sustancias relacionadas en el medicamento. Esta prueba se realiza empleando soluciones de
referencia preparados con estandares oficializados por una farmacopea farmaceéutica, estos
tienen un alto costo econdmico y una cantidad minima que usualmente permite una Unica
preparacion.

Para reducir los costos, facilitar el trabajo del analista y acortar las brechas de tiempo
de aprobacion del producto terminado y su liberacion al mercado, el Laboratorio de Control de
Calidad de Calox, Costa Rica opta por almacenar las soluciones que se preparan con dichos
estandares; sin embargo, por Buenas Practicas de Laboratorio y Buenas Practicas de
Manufactura se debe demostrar que tras el tiempo de almacenamiento aun son aptas para su
uso.

Por lo anterior, para la presente investigacion se plante6 como objetivo general:
Determinar del periodo de vigencia de las soluciones de referencia para sustancias relacionadas
preparadas en el laboratorio de Control de Calidad de Calox, Costa Rica, de acuerdo a la
seleccion realizada.

La investigacion tiene un enfoque cuantitativo de tipo cuasiexperimental, cuyo principal
instrumento es el Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Solucién de
Referencia para Sustancias Relacionadas. Este se ejecut6 en seis productos farmacéuticos por
un plazo establecido por su propia estabilidad quimica.

Obteniéndose como conclusiones que la solucidn L-1 es la que tiene mayor periodo de
vigencia con 56 dias si se almacena a una temperatura inferior a 25°C 0 a una temperatura de -
10 a -20°C y la solucion G-2 es la que tiene el menor periodo de vigencia con 7 dias si se
almacena entre 2 y 8 °C. Las soluciones A-3 y L-7 pueden ser almacenadas por 14 dias, a una
temperatura inferior a 25°C para A-3 y a una temperatura de 2 a 8 °C para L-7, mientras que
las soluciones I-3 y E-3 no son estables y no pueden ser almacenadas.

Debido a que la prueba de sustancias relacionadas es critica para asegurar la calidad del
medicamento, se recomienda que se implemente el estudio con los otros productos que no

resultaron seleccionados.



CAPITULO I. INTRODUCCION

Planteamiento del problema

La identificacion y/o cuantificacion de las sustancias relacionadas de un medicamento
es obligatoria para conseguir su registro sanitario ante el Ministerio de Salud, el principal
proposito de la prueba es el control de las impurezas de degradacion que surgen durante la
sintesis del ingrediente farmacéutico activo o durante el proceso de fabricacion de la forma
farmacéutica, las cuales tienen limites admitidos bajos y estan usualmente vinculados con
toxicidad del tratamiento, razén por la cual su analisis cobra importancia. (World Health
Organization (WHO), 2007)

El alto costo econdmico y la frecuente demanda de uso de las sustancias de referencia
utilizadas en pruebas como la cuantificacion de sustancias relacionadas del farmaco, ha llevado
a que el Laboratorio de Control de Calidad de Calox, C.R. opte por almacenar las soluciones
que se preparan con dichas sustancias, se tiene como objeto el reducir los costos y facilitar el
trabajo del analista, acortando las brechas de tiempo de aprobacion del producto terminado y

su liberacion al mercado.

A pesar de que constituye una practica usual entre los laboratorios de Control de Calidad
de empresas farmacéuticas del pais, no existe informacion alguna para establecer una fecha de
vigencia a la solucién preparada con un estdndar de referencia, asi como sus condiciones
Optimas de almacenamiento, para garantizar que durante el tiempo en que se almacené la
solucion de referencia preparada, ésta todavia conserva sus caracteristicas fisicas y quimicas
iniciales y es por tanto, apta para el uso como patron de referencia en la prueba de sustancias

relacionadas.

Debido a que la prueba de identificacién y/o cuantificacion de sustancias relacionadas
es una prueba critica en el Control de Calidad es importante para el laboratorio farmacéutico
garantizar que la estabilidad del patron no sea una variable que afecte el resultado final, llevando
a un falso positivo y permite la liberacion al mercado de un medicamento que pueda atentar
contra la salud del paciente, o al contrario, se obtenga un falso negativo provocando pérdidas

para la empresa al rechazar un producto que en realidad se encuentra conforme.
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Ante la problemética mencionada se plantea la siguiente pregunta de investigacion:
¢ Cudl es el periodo de vigencia para una solucion de referencia de sustancias relacionadas que

permite su uso en el Control de Calidad del medicamento tras el tiempo de almacenamiento?

Objetivos

Objetivo General

Determinar del periodo de vigencia de las soluciones de referencia para sustancias
relacionadas preparadas en el laboratorio de Control de Calidad de Calox, Costa Rica, de

acuerdo con la seleccién realizada.

Objetivos Especificos

1. Disefiar una matriz de seleccidn para la escogencia de la muestra de estudio.

2. Elaborar el protocolo de verificacion del periodo de vigencia de soluciones de referencia
para sustancias relacionadas preparadas en el laboratorio de Control de Calidad de
Calox, Costa Rica.

3. Ejecutar el protocolo de verificacion del periodo de vigencia de la muestra seleccionada,
durante un periodo de seis meses.

4. Proponer un plan de contingencia y la documentacidn necesaria para asegurar la calidad

de las soluciones de estandares preparadas.

Justificacion

El Control de Calidad es una actividad esencial dentro de las Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) de un laboratorio farmacéutico, ya que permite respaldar a través de
informacién obtenida por diferentes pruebas fisicoquimicas y microbiolégicas que los
productos tienen los atributos y propiedades idoneos para el propdsito al cual esta destinado:
prevenir, curar 0 mitigar una determinada patologia; es responsabilidad del laboratorio
garantizar que los resultados sean integros, confiables, reproducibles y de calidad mediante el

cumplimiento de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL).

La Farmacopea de Los Estados Unidos y la Farmacopea Britanica son las principales
referencias utilizadas por los laboratorios de Control de Calidad de los medicamentos, estas
farmacopeas establecen en sus monografias las pruebas, procedimientos y criterios de
aceptacién para un principio activo y sus formas farmacéuticas, y constituyen libros oficiales
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reconocidos por el Ministerio de Salud para el registro sanitario de medicamentos en el pais, a
través de la Ley General de Salud y segin lo decretado en el Reglamento Técnico
Centroamericano 11.03.59:11: Productos Farmacéuticos. Medicamentos de Uso Humano.

Requisitos De Registro Sanitario.

En la ejecucion de las pruebas se solicita que se utilice un estandar de referencia de una
fuente oficial reconocida, estos estdndares corresponden a sustancias certificadas por la Food
and Drug Administration (FDA) o por la Comunidad Econdémica Europea, envasadas en
pequefias cantidades y con un alto costo econdmico, es indispensable para ensayos
fisicoquimicos que involucren identificacion y/o cuantificacion del fa&rmaco o de otros

compuestos relacionados a él.

Debido a la necesidad de reducir el presupuesto destinado a la compra de las sustancias
de referencia, el Laboratorio de Control de Calidad de Calox, Costa Rica requiere de un
protocolo para evaluar los tiempos de estabilidad de las soluciones preparadas con dichas
sustancias. El protocolo que se desarrollara con la investigacion servira para establecer una
fecha de vigencia y sus condiciones de almacenamiento, de manera que su uso garantice el

cumplimiento de las Buenas Practicas de Laboratorio y de Manufactura.

La investigacion contribuira con un protocolo para la evaluacién de los tiempos de
estabilidad de las soluciones de referencia preparadas para la identificacion y/o cuantificacion
de sustancias relacionadas, siendo aplicable a cualquier otra sustancia de referencia y
consistente con las BPL segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la ISO 17025, las
BPM de industrias farmacéuticas, asi como la normativa C(2002) 3044 Directiva 96/23/CE del
Consejo en cuanto al funcionamiento de los métodos analiticos y la interpretacion de los

resultados.

Este proyecto se considera conveniente ya que, al implementarlo en los laboratorios, se
podrian almacenar las soluciones de referencia durante un plazo determinado, reduce la
necesidad de comprar frecuentemente las sustancias de referencia, optimizandose el tiempo de
analisis del medicamento y su consecuente aprobacion, al ahorrarse el tiempo de la preparacion

de las soluciones, y minimizandose a la vez los desechos quimicos generados por el laboratorio.

Ademas, con la investigacion se beneficiarian no solo los laboratorios farmacéuticos del
pais, sino también los laboratorios de diferentes areas industriales que utilicen sustancias de

referencia en su Control de Calidad. Tambien podria implementarse en las Universidades
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Publicas y Privadas del pais, en los laboratorios académicos o de investigacion donde se utilicen
soluciones de referencia. Debido a los beneficios que se obtendrian y a la disposicion los

recursos y tiempo necesarios para llevar a cabo la investigacion, ésta se considera viable.

Antecedentes

Historia

La calidad de los medicamentos adquiri6 una dimension mundial después del
establecimiento de la OMS en 1948 y especialmente en 1951 cuando el Consejo Ejecutivo de
la OMS adopté la resolucién EB7.R79 en la cual se solicitd examinar las ventajas que
presentaria para la salud y para el comercio internacional la aplicacion en los distintos paises
de métodos de inspeccién mas uniformes en los procesos de fabricacion y control de calidad de
los medicamentos (Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 1999, parr. 2).

La estabilidad de un medicamento es una caracteristica intrinseca a su calidad y empieza
a ser de interés para el farmacéutico cuando pasan de las preparaciones magistrales, las cuales
se conservaban por lapsos cortos (dias), a preparados farmacéuticos estandarizados que se
almacenaban por mayor tiempo (afios) antes de ser adquirido por el paciente. Para demostrar
su estabilidad se empez0 a recurrir a estudios cinéticos, ya que se demostré que la inestabilidad
es un proceso dinamico y se puede describir en términos de la velocidad de cambio del

medicamento con el paso del tiempo. (Fonseca y Berrocal, 1956, p.49.)

En 1994 se publica una de las primeras guias para realizar estudios de estabilidad a los
medicamentos, creada por International Conference of Harmonization (ICH) y que se denominé
en inglés como "ICH Topic QIA. Stability Testing Guidelines: Stability testing of New Drug
Substances and Products™, en la que se establecid que la estabilidad del medicamento debia ser
demostrada ante diferentes condiciones ambientales de temperatura, humedad y luz, y

reevaluada en varios periodos para establecer su fecha de expira.

Esta guia aplicaba Unicamente en Estados Unidos, Japon y Europa como un requisito
para conseguir el registro del producto; sin embargo, fue la base para que se crearan otras
normativas que vinculaban a mas regiones, uniformando los criterios y requisitos de un estudio
de estabilidad, lo que se fue acatando en Costa Rica tras la participacion del Ministerio de Salud
en la creacion del Reglamento Técnico Centroamericano sobre estudios de estabilidad de

medicamentos de uso humano en el afio 2009 en su primera actualizacion.
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Antecedentes Internacionales

Como parte del Control de Calidad de los medicamentos esta su estudio de estabilidad,
las primeras pautas para realizar un estudio se definieron en 1994 en la guia Q1A por el Consejo
Internacional para la Armonizacion de los Requisitos Técnicos para Productos Farmacéuticos
de Uso Humano (ICH: International Conference of Harmonization), que para el afio 2003
publico la guia Q1A(R2): "Stability Testing of New Drug Substances and Products", en la cual
recomienda las condiciones de almacenamiento intermedias para las zonas | y Il y las

condiciones de largo plazo para las zonas 111 y V.

Hasta el afio 2002 se emitio por parte de la OMS en la serie de informes Técnicos.
No0.902 un informe donde se incluia el Anexo 3 denominado Buenas préacticas para Laboratorios
Nacionales de Control Farmacéutico, con el objetivo de proporcionar una guia detallada para
los laboratorios que realizan control de calidad de medicamentos, basados en requisitos de las
Guias de la OMS para las Buenas Précticas de Fabricacion y en requisitos de la norma
internacional ISO/IEC 17025: Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de

ensayo Y de calibracién.

Un elemento fundamental en las Buenas Préacticas de Laboratorio es la confiabilidad de
los resultados analiticos que se reportan, razén por la cual la Comision Europea publicé en el
diario Oficial N° L 221 del afio 2002 su decision en cuanto al funcionamiento de los métodos
analiticos y la interpretacion de los resultados, proporcionando criterios que se basan en la
norma internacional ISO/IEC 17025 y que constituyen una guia para realizar las pruebas
analiticas del control de calidad de los medicamentos.

Las Buenas Préacticas de Laboratorio son parte esencial de las BPM para la Industria
Farmacéutica, las cuales establecen las directrices que regulan las actividades involucradas con
la produccion de los medicamentos, con la finalidad de asegurar su calidad, seguridad y
eficacia, reglamento que se aprobo por el Consejo de Ministros de Integracion Economica en
el afio 2007 bajo el nombre de Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 11.03.42:07:
Productos Farmacéuticos. Medicamentos de uso humano. Buenas Practicas de Manufactura

para la Industria Farmacéutica.

En este mismo afio, se publicé el RTCA 11.03.47:07: Productos Farmaceuticos.
Medicamentos para uso humano. Verificacion de la calidad, el cual especifica las pruebas
analiticas que debe realizar el laboratorio fabricante a los medicamentos para demostrar que
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son de calidad. Estas pruebas analiticas se realizan de acuerdo alas especificaciones
individuales de cada producto indicadas por las farmacopeas oficiales y tienen caracter

obligatorio para obtener el registro sanitario del medicamento ante el Ministerio de Salud.

Toda industria farmacéutica, como parte de las BPM, debe realizar estudios de
estabilidad a los medicamentos en su sistema de envase-cierre seleccionado y bajo condiciones
de almacenamiento controladas, durante el periodo en que espera que el producto permanezca
dentro de las especificaciones aprobadas. En Costa Rica, la estabilidad de los medicamentos se
evalla a través de un estudio fisicoquimico y microbiolégico en condiciones aceleradas y

naturales de almacenamiento seguin el reglamento técnico centroamericano pertinente.

Las pautas de un estudio de estabilidad se definieron desde el afio 2010 por el Consejo
de Ministros de Integracion Econémica en la resolucion N° 256- 2010 (COMIECO-LIX) del
RTCA 11.01.04:10 Productos Farmacéuticos. Estudios de estabilidad de medicamentos para
uso humano; este reglamento que establece las condiciones necesarias para llevar a cabo los
estudios de estabilidad de medicamentos, determinar su periodo de validez y sus condiciones

de almacenamiento.

En dicho reglamento los requisitos que se establecen para los estudios de estabilidad
estan dirigidos hacia los medicamentos de uso humano que se fabriquen o importen en el pais,
no es aplicable a los suplementos dietéticos o nutricionales, preparaciones magistrales,
productos homeopaticos, radiofarmacos y naturales medicinales (Consejo de Ministros de
Integracion Econdmica, 2010, p.3). En cuanto a los estandares de referencia no se establece el
requisito de evaluarle su estabilidad, ya que no tienen fecha de caducidad mientras el lote se
encuentre vigente ante la farmacopea de referencia. (USP, 2016)

Generalmente se establece como fecha de caducidad un afio después de que se encuentre
un nuevo lote vigente, una vez que un estandar de referencia se abre y queda un remanente para
un subsecuente uso, la Farmacopea de los Estados Unidos (o USP por su nombre en inglés)
establece que debe almacenarse con los cuidados que se definan en procedimientos del
laboratorio, pero debido a que hay variables que exceden el control de la USP, no se garantiza
la aptitud permanente de los Estandares de Referencia abiertos previamente y su uso queda a
responsabilidad del usuario. (USP, 2016)

En lo respectivo a las soluciones que se preparen con estandares de referencia no se

solicita estudio de estabilidad debido a que se consideran preparaciones de un Unico uso,
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ademés dependiendo de la cantidad necesitada para una prueba de Control de Calidad que
requiera de un determinado estandar de referencia, este puede ser utilizado para méas de una
preparacion, por lo que no existen indicaciones sobre el almacenamiento de estas soluciones

para su posterior uso. (USP, 2016)

Antecedentes Nacionales

Los estudios de estabilidad se aplican en medicamentos fabricados en el pais o
importados, siendo un requisito de cumplimiento obligatorio para conseguir su registro
sanitario y posterior comercializacion. La estabilidad puede demostrarse en diferentes
sustancias, que no necesariamente tienen una accion terapéutica, como son las soluciones de
sustancias de referencia mediante un protocolo de evaluacion similar al que se sigue con los

medicamentos.

Durante los ultimos cinco afios las investigaciones realizadas en universidades publicas
y privadas que imparten la carrera de Farmacia en Costa Rica, como la Universidad de Costa
Rica, la Universidad Latina, la Universidad Internacional de las Americas, la Universidad
Iberoamericana y la Universidad de Ciencias Médicas relacionadas con el tema de
investigacion han sido pocas. A continuacion, se describen las investigaciones que se
encuentran asociadas al tema de acuerdo a la universidad de procedencia y organizados en

forma cronoldgica.

En el afio 2011, Corea investigo en su proyecto de graduacion en la Universidad de
Costa Rica sobre la estabilidad de preparaciones magistrales de espironolactona, furosemida e
hidralazina clorhidrato preparadas en el Hospital México, realizando el analisis organoléptico,
de potencia y microbiolégico a estas preparaciones a los 1, 7, 15, y 21 dias, llegando a la
conclusion que tienen una fecha limite de uso de 21 dias mientras se mantengan en refrigeracion

y con proteccion de la luz.

Parael 2012, Alfaro desarroll6 una tesis en la Universidad Internacional de las Américas
(UIA) acerca de la validaciéon prospectiva de un cubiculo de estabilidad en condiciones
naturales, temperatura y humedad constante, en el Laboratorio de Tecnologias Biointegrales
S.A llegando a la conclusion principal que el cubiculo no cumple con los niveles de desempefio
para realizar estudios naturales ya que no mantiene uniforme la temperatura y la humedad en

las diferentes posiciones del cubiculo.
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Gamboa realiz6 en el afio 2012 su proyecto de graduacion para obtener el titulo de
Farmacia en la UIA acerca de la Validacion de un Protocolo de Estabilidad Acelerada en el
Laboratorio de Tecnologias Biointegrales concluyendo que lo resultados obtenidos con el
protocolo con los productos Promemora, Equilibra y Artifin son confiables para la obtencion
de periodos de validez de dos afios y, ningun dato es erroneo y desviado ya que se mantuvieron
por debajo del 5%.

En el 2013, Bogantes, D estudiante de farmacia en la UIA, realiz6 una investigacion
cuasi-experimental acerca de la estabilidad de la suspension reconstituida de Claritromicina
250mg/smL en el Laboratorio farmacéutico Calox durante el periodo de validez etiquetado,
demostrando que el producto conserva su estabilidad durante el periodo de conservacion

recomendado y durante el tiempo de validez etiquetado.

En este mismo afo, 2013 Mora y Morice, estudiantes de farmacia de la Universidad
Iberoamericana, realizaron su tesis sobre un estudio de estabilidad del Diclofenaco Resinato en
condiciones aceleradas de almacenamiento, demostrando que los preparados con este principio
activo requieren ser conservados en refrigeracion para evitar su descomposicion y deberian
conjugarse con aminas secundarias para perder su capacidad de ciclacion que provocaba

pérdida de la actividad farmacolégica.

Bogantes, M. (2013) realiz6 su proyecto de graduacion de Farmacia en la Universidad
de Ciencias Médicas acerca de la creacion de un sistema digital para el manejo de estabilidad a
largo plazo de productos farmacéuticos sélidos, liquidos y semisélidos se utiliza el programa
Excel por ser sencillo para el usuario, ya que facilita cumplir con los requisitos necesarios para
el registro del medicamento, ahorra tiempo y aumenta la eficiencia en la documentacion del

estudio.

En el afio 2015, Murillo en su proyecto de graduacion de la carrera de Farmacia en la
UIA, reformul6 el medicamento inyectable Dexadrol 2% p/v de uso veterinario del Laboratorio
Faryvet, S.A y adicionalmente le realizo su estudio de estabilidad natural y acelerado, llegando
a la conclusion de que los estudios de estabilidad son indispensables para predecir si un
medicamento se mantiene estable al pasar del tiempo tras un cambio significativo en la

formulacion inicial.

También se reviso las tesis en la base de datos de la Universidad Latina sin encontrar en

los Gltimos 5 afos alguna tesis relacionada con el tema de investigacion; apreciandose que no
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es un tema muy frecuentemente estudiado por los estudiantes de la carrera de Farmacia y que
la evaluacion de la estabilidad se ha limitado a los medicamentos, donde es la primera

aplicacion del estudio de estabilidad a soluciones de referencia.
Proyecciones

Con la investigacion se pretende que el Laboratorio de Control de Calidad de Calox,
Costa Rica cuente con un protocolo para la determinacion del periodo de vigencia de soluciones
de referencia para sustancias relacionadas que se preparan durante las pruebas de control de
calidad de los medicamentos, permitiendo establecer una fecha de expira y condiciones de
almacenamiento a las soluciones de referencia seleccionadas en el muestreo tras su evaluacion

fisicoquimica durante el plazo de seis meses.

La finalidad del protocolo serd implementarlo al resto de soluciones de referencia que
se preparan en el laboratorio de Control de Calidad, como por ejemplo las que se emplean en
las pruebas de limite de impurezas o compuestos relacionados de los medicamentos no
seleccionados en el estudio, en la identificacion de materias primas y de valoracion, disolucion
y uniformidad de contenido de los productos terminados, asi las soluciones de aptitud del
sistema utilizadas en Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia y pruebas de verificacion de
desempefio, de manera que su uso a traves del tiempo de almacenamiento garantice el

cumplimiento de las BPL y BPM para la Industria Farmacéutica.



18

CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Control de Calidad

El control por una parte se define como el conjunto de actividades que se realizan sobre
una etapa del proceso, con la finalidad de verificar que se encuentra dentro de los limites
establecidos por un patrén previamente seleccionado y en caso de no cumplir, ejercer las
acciones correctivas y preventivas para alinearlo a lo esperado. El control permite asegurar que
la calidad del producto a un tiempo determinado sea la esperada, ya que la calidad no es una

caracteristica estatica y se ve modificada por multiples factores. (Acufia, 2012, p.25)

Mientras que la calidad se define como "la 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", las caracteristicas de calidad que se buscan en los medicamentos pueden
variar de una forma farmacéutica a otra; sin embargo, el objetivo final es que sea seguro y

efectivo para el paciente. (Consejo de Ministros de Integracion Econémica, 2007, p.5)

La Organizacion Mundial de la Salud (2002) define control de calidad en una industria
farmacéutica como "todas las medidas tomadas, incluyendo el establecimiento de
especificaciones, muestreo, analisis e informe de analisis, para asegurar que las materias primas,
productos intermedios, materiales de envase y productos farmacéuticos cumplan con las

especificaciones establecidas para identidad, contenido, pureza y otras caracteristicas". (p.5)

Sistema de Calidad

El Sistema de Calidad se encargara de planear, ejecutar, coordinar y controlar todas las
actividades cuya realizacion tiene como objetivo entregar al cliente un producto con la calidad
requerida. (Acufia, 2012, p.29.) En las industrias farmacéuticas la gerencia del laboratorio es la
que establece, implementa y mantiene el sistema de calidad apropiado al alcance del
laboratorio, incluyendo el tipo, rango y volumen de los ensayos, actividades de validacién y de

verificacion. (Organizacion Mundial de la Salud, 2002, p.2.)

El Sistema de Calidad debe ser revisado sistematica y periodicamente mediante
auditorias internas y externas para asegurar la mejora continua del laboratorio y aplicar
cualquier medida correctiva necesaria para lograrlo. Los elementos de este sistema deben estar

documentados en un manual de calidad disponible al personal del laboratorio para que se
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apligue continuamente de manera que se pueda asegurar la calidad de los resultados generados
por el laboratorio. (Organizacién Mundial de la Salud, 2002, p.3.)

Todo elemento del sistema debe estar documentado en procedimientos, instructivos,
especificaciones, formularios, registros, entre otros en una extension que facilite su
cumplimiento por parte del personal, de manera que no se afecte la calidad de los resultados.
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (2002) "la documentacién usada en este
sistema de calidad debe ser comunicada, estar disponible para y ser entendida e implementada

por el personal apropiado ” (p.4).

Buenas Practicas de Manufactura

Las Buenas Practicas de Manufactura para la industria farmacéutica, segun el Consejo
de Ministros de Integracion Econémica (2007) es el "conjunto de procedimientos y normas
destinados a garantizar la produccion uniforme de los lotes de productos farmacéuticos que
cumplan las normas de calidad", el cumplimiento de estas précticas para el laboratorio
fabricante es obligatorio y necesario para obtener el permiso de funcionamiento por la autoridad

sanitaria del pais, que en el caso de Costa Rica compete al Ministerio de Salud. (p. 5)

Estas précticas, normadas en el Reglamento Técnico Centroamericano No. 65.03.44:07,
abarcan todos los aspectos vinculados a la produccién de los medicamentos, lo que incluye la
compra de materias primas, el procesamiento, el acondicionamiento, el empaque, el
almacenamiento y la distribucion. Establece también requisitos acerca del personal, del disefio
del edificio, de las instalaciones, del saneamiento, mantenimiento, documentacion y control de
calidad, ya que se reconoce que directa o indirectamente pueden afectar la calidad final del

producto.

El objetivo de las Buenas Préacticas de Manufactura (BPM) es obtener un producto con
la calidad requerida y que por lo tanto puede ser comercializado, siendo necesario que se
fomente en la empresa la autoevaluacion del cumplimiento de las buenas practicas mediante
auditorias, comunicando y entrenado a todo el personal sobre las Buenas Practicas de
Manufactura de manera que se convierta en un estilo de vida. En la industria farmacéutica el
departamento encargado de velar porque se cumplan las BPM es el denominado Aseguramiento

de la Calidad. (Consejo de Ministros de Integracion Econémica, 2007)
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Buenas Practicas de Laboratorio

De acuerdo con el Consejo de Ministros de Integracién Econdmica (2007) las Buenas
Précticas de Laboratorio son "el conjunto de normas, procedimientos operativos y practicas,
para garantizar que los datos generados por un laboratorio de Control de Calidad sean integros,
confiables, reproducibles y de calidad". Su aplicacién es un compromiso para cualquier
laboratorio de ensayo o calibracion y, principalmente para aquellos que se dediquen a la
fabricacion de productos de consumo humano como los laboratorios fabricantes de

medicamentos. (p.4).

La OMS cre6 desde el afio 1999 la guia de Buenas Practicas de la OMS para
Laboratorios de Control de Calidad de Productos Farmacéuticos, publicadas en su version mas
reciente en el Anexo 1 de la Serie de Informes Técnicos de la OMS, No. 957, 2010. Esta guia
se aplica a laboratorios de control de calidad de medicamentos que deseen obtener la
precalificacion de OMS para ser un laboratorio de referencia a nivel internacional para el
analisis de medicamentos; sin embargo, esto no excluye a los laboratorios de Control de Calidad
de Industrias Farmacéuticas privadas, de manera que se pueda dar el reconocimiento mutuo y

cooperacion entre los laboratorios dedicados a tal fin.
Esta guia se divide en cuatro partes:

1) Gestion e Infraestructura que incluye consideraciones sobre la organizacion y gestion, el
sistema de gestion de calidad, el control de documentos, los registros, los equipos procesadores
de datos, el personal, las instalaciones, los equipos, instrumentos y otros dispositivos y sobre

los contratos.

2) Materiales, Equipos, Instrumentos y Otros Dispositivos que incluye directrices sobre los
reactivos, las sustancias de referencia y materiales de referencia, la calibracion, la verificacion

del desempefio y calificacion de equipos, instrumentos y otros dispositivos y la trazabilidad.

3) Procedimientos de Trabajo acerca del ingreso de muestras, hoja de trabajo analitico,
validacién de procedimientos analiticos, ensayos, evaluacion de los resultados de los ensayos,

certificado de analisis y muestras retenidas.

4) Seguridad.



21

Estabilidad

La estabilidad se define como la "capacidad que tiene un producto, de mantener por
determinado tiempo sus propiedades originales, dentro de las especificaciones establecidas"
(Consejo de Ministros de Integracion Economica, 2007, p.6.), misma definicion que se
proporciona en el Reglamento de Estudios de Estabilidad de Medicamentos para Uso Humano,
bajo la salvedad que establece que es para la zona climética IV, zona en la cual se encuentra

Costa Rica por las condiciones de temperatura y humedad que predominan en el pais.

Segln la Farmacopea de los Estados Unidos USP 39-NF 34 la estabilidad se define
como la capacidad de un producto de mantener dentro de los limites especificados y a lo largo
del periodo de almacenamiento y uso, las propiedades y caracteristicas que poseia en el
momento de su fabricacion. (p.1702) La estabilidad puede verse como la aptitud del producto
para mantener sus propiedades originales dentro de especificaciones, generalmente evaluada en

funcién de su identidad, concentracion, calidad, pureza y apariencia fisica.

"La inestabilidad del analito o de los constituyentes de la matriz en la muestra durante
el almacenamiento o el analisis puede dar origen a desviaciones significativas del resultado del
analisis" (Comision de las Comunidades Europeas, 2002, p18.), razon por la cual la estabilidad
de cualquier producto bajo ciertas condiciones de almacenamiento debe ser caracterizada
mediante un estudio de estabilidad, de manera que se obtenga informacion que respalde el
tiempo y las condiciones de almacenamiento especificas para el producto; y por lo tanto, se
asegure que la estabilidad no afecta los resultados del analisis y la confiabilidad del laboratorio

que lo ejecuta.

Estudios de estabilidad

Los estudios de estabilidad corresponden a pruebas que se efectlan para obtener
informacidn sobre las condiciones en las que se deben procesar y almacenar un determinado
producto, ademas de determinar su periodo de validez en el envase primario original y en
condiciones de almacenamiento especificas. (Consejo de Ministros de Integracion Econdémica,
2010, p.3.) Se define el periodo de validez como el intervalo de tiempo en que se espera que un
medicamento, después de su produccion, permanezca dentro de las especificaciones aprobadas.

(Consejo de Ministros de Integracion Economica, 2010, p.5)



22

Estos estudios deben incluir ensayos de los atributos de la sustancia farmacologica que
son susceptibles a cambiar durante el almacenamiento y que pueden influir en la calidad, la
seguridad y/o eficacia. Los estudios de estabilidad deben cubrir las caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas y microbiologicas a través de procedimientos analiticos validados
(International Conference on Harmonisation, 2003, p.2), siguiendo un plan detallado conocido
como protocolo de estudio de estabilidad, en el cual se describe como se recolectan y analizan

los datos generados durante el periodo de evaluacion.

En la industria farmacéutica se habla de estudios de estabilidad en ingredientes
farmacéuticos activos y en productos farmaceéuticos terminados, la finalidad principal de los
estudios es "establecer el periodo de reanalisis de una materia prima, la vida atil de un producto
terminado y las condiciones de almacenamiento recomendadas segun la zona de
comercializacion del medicamento, tal y como se establece dentro de las Buenas Préacticas de

Manufactura”.(Ministerio de la Proteccion Social, 2011, p.10)

Debido a que la estabilidad de un producto puede verse afectada por las condiciones
climatoldgicas del lugar donde se comercializa, la International Conference on Harmonisation
dividié al mundo en cuatro zonas climaticas para realizar los estudios de estabilidad segun las
condiciones de temperatura y humedad predominantes, clasificando a los diferentes paises entre
las cuatro zonas climaticas definidas. A continuacion, se proporciona en la tabla 1, las zonas

climaticas.

Tabla 1. Zonas Climaticas.

Zona climética Tipo de clima Temperatura | Humedad Relativa

I Templado 21°C+2°C 45% HR + 5% HR

Il Subtropical/Mediterraneo 25°C+2°C 60% HR = 5% HR

I Célida seca 30°C+2°C 35% HR + 5% HR
IVa Célida humeda/Tropical 30°C+t2°C 65% HR + 5% HR
IV b Célida himeda 30°C+2°C 75% HR + 5% HR

Fuente: Choudhary (2008) Climatic Zones for Stability Studies.
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Si se tiene a Costa Rica como el lugar de comercializacion, el Reglamento de
Estabilidad vigente establece que las condiciones a evaluar seran las establecidas en la zona
climatica IV a, condiciones que corresponderan a un estudio de estabilidad a largo plazo, el cual
sera efectuado en tres lotes piloto o tres lotes de produccion o su combinacion, por un periodo
minimo e igual al periodo de caducidad tentativo propuesto con un estudio de estabilidad
acelerado. (Consejo de Ministros de Integracion Econdmica, 2010, p.7)

Tipos de estudios de estabilidad

Existen dos tipos principales de estudios de estabilidad, los estudios acelerados y los
estudios a largo plazo o tiempo real. EI Consejo de Ministros de Integracion Econémica (2010)
establece en el RTCA 11.01.04:10 Productos Farmacéuticos. Estudios de Estabilidad de
Medicamentos para Uso Humano los siguientes criterios para cada uno:

Los estudios acelerados de estabilidad son estudios disefiados con el fin de
aumentar la tasa de degradacion quimica o fisica de un medicamento, empleando
condiciones extremas de almacenamiento. Estos estudios tienen como objeto
determinar los parametros cinéticos de los procesos de degradacién o predecir
periodo de validez del medicamento, en condiciones normales de
almacenamiento. El disefio de estos estudios puede incluir temperaturas
elevadas, altas humedades y exposicion a la luz intensa. Los resultados de los
estudios acelerados de estabilidad deben ser complementados por los estudios
efectuados en condiciones de almacenamiento normales o en condiciones
definidas de almacenamiento.

Los estudios de estabilidad a largo plazo (tiempo real) son aquellos en que se
evallan las caracteristicas fisicas, quimicas, biol6gicas o microbioldgicas del
medicamento durante el periodo de vencimiento, bajo condiciones controladas

de almacenamiento. (p.4)

Actualmente los estudios de estabilidad en las industrias farmacéuticas no solamente se
ejecutan por motivos regulatorios del pais de comercializacion, ahora también se realizan en
diferentes etapas de vida del producto ya que constituyen un soporte fundamental para el
desarrollo de un producto como para la vigilancia de su calidad en la etapa de postmercadeo.
Desde este punto de vista, los estudios de estabilidad se pueden clasificar como: Estudios de

estabilidad de Preformulacion y Desarrollo de Producto, Estudios de estabilidad para Registro
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Sanitario y autorizacién de comercializacion y Estudios de estabilidad en la etapa de
Postmercadeo. (Ministerio de la Proteccion Social, 2011)

Los objetivos de los estudios de estabilidad de Preformulacién y Desarrollo de Producto
son identificar la forma de presentacion mas adecuada y los auxiliares de formulacion mas
compatibles, asi como seleccionar el método de produccion y las condiciones bajo las que se
mantiene la estabilidad de un(os) principio(s) activo(s). Mientras que los estudios para Registro
Sanitario y autorizacion de la comercializacion son los ya mencionados estudios de estabilidad

acelerados y de largo plazo (Ministerio de la Proteccion Social, 2011, p.10)

Por otra parte, los estudios postmercadeo se efecttian cuando se ha realizado un cambio
significativo en la formulacién, en el proceso productivo o en el envase primario que pueda
tener un impacto sobre la calidad el producto, se respaldan inicialmente con un estudio de
estabilidad acelerada y posteriormente se ratifican con estudios de largo plazo. De acuerdo con
el Ministerio de la Proteccion Social (2011) es recomendable realizar estos estudios por las

siguientes razones:

1. Modificacion cualitativa o cuantitativa de una formulacion.

2. Cambio de proveedores de materias primas, fundamentalmente el
ingrediente farmaceutico activo.

Modificaciones en el proceso de manufactura.

Cambios de equipos.

Cambio de escala de produccion.

o g ~ w

Cambios o modificaciones en las instalaciones fisicas y en los sistemas de

apoyo critico del area de fabricacion.

7. Cambios o modificaciones en los procedimientos de mantenimiento y
limpieza de equipos y areas de manufactura comprometidas con el producto.

8. Modificacion del envase primario y cierre del producto, incluida la
modificacion del material y su forma.

9. Cambio de envase.

10. Cambio de proveedor de los materiales de envase primario y cierre.

11. Reprocesamiento de productos.

12. De manera periddica programada, como una politica de verificacion de que

todas las etapas relacionadas con la manufactura de un producto, estan bajo
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control (“on going stability” o de verificacion de BPMv o lo que se denomina

Estudios de Aseguramiento de Estabilidad”). (p.11)

Protocolo de los estudios estabilidad

Los estudios de estabilidad se deben efectuar siguiendo un protocolo general, que detalle
la informacion que debe suministrarse, como debe ejecutarse y finalmente como se recolectan
y analizan los datos generados durante el periodo de evaluacion. Un protocolo de estabilidad
debe contener al menos la siguiente informacion: el tipo y tamafio de envase, nimero de lotes,
condiciones de almacenamiento, periodicidad de los analisis, cantidad de muestra, analisis a
realizar, método analitico, documentacion, presentacion de resultados, interpretacion, discusion

y conclusiones. (Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria, 2004, p.12)

Esta informacion es la solicitada para los estudios de estabilidad en medicamentos,
donde el envase correspondera a la presentacion que se desea comercializar o en su efecto se
realiza un estudio individual para cada envase que se desee probar, el nimero de lotes depende
del tipo de producto a comercializar, si es de nueva comercializacion o se le ha efectuado un
cambio significativo en la formulacion o en el proceso se debe efectuar con minimo 3 lotes
consecutivos, si ya es comercializado se debe incluir un lote cada 50 lotes fabricados del mismo
producto o un lote al afio y si no se le ha efectuado algin cambio significativo se debe efectuar
con 2 lotes consecutivos. (Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria, 2004, pp.13-
14)

La cantidad de muestra debe ser la necesaria para cumplir los andlisis a realizar, éstos
ultimos dependen de la forma farmacéutica en el caso de los medicamentos, en este aspecto el
RTCA 11.01.04:10 Productos Farmaceéuticos. Estudios de Estabilidad de Medicamentos para
Uso Humano establece cuales pruebas deben realizarse; para el caso del método analitico se
recomienda recurrir al que proporcione algunas de las farmacopeas de referencia en su Gltima
edicion como, por ejemplo, la Farmacopea de los Estados Unidos o la Farmacopea Britanica, y

debe estar validado antes de usarse. (Consejo de Ministros de Integracion Economica, 2010).

Finalmente, para las condiciones de almacenamiento y la periodicidad de los analisis se

proporciona la informacion en dos secciones aparte como se menciona a continuacion.
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Frecuencia de analisis para los estudios estabilidad

En los estudios a largo plazo la frecuencia de las pruebas debe ser suficiente para
establecer el perfil de estabilidad, normalmente se realizan cada 3 meses durante el primer afio,
cada 6 meses durante el segundo afio, y posteriormente cada afio hasta cumplir el periodo de
caducidad tentativo propuesto (International Conference on Harmonisation, 2003, p.3).
Mientras que en Costa Rica se establece que durante el primer afio se debe analizar en tiempo
inicial, tiempo intermedio y 12 meses, en el segundo afio a los 24 meses y en el tercer afio cada

12 meses hasta un maximo de 5 afios (Consejo de Ministros de Integracion Econdmica, 2010,
p. 7).

En las condiciones de almacenamiento acelerado, se recomienda un minimo de tres
puntos de tiempo, incluye punto inicial, final y un punto intermedio (por ejemplo, 0, 3y 6
meses). En ocasiones se requiere hacer un cambio significativo en las condiciones de
almacenamiento acelerado, cuando esto sucede se habla de un estudio de almacenamiento
intermedio que lleva un minimo de cuatro tiempos, incluyendo los puntos de tiempo inicial y

final (por ejemplo, 0, 6, 9, 12 meses) (International Conference on Harmonisation, 2003, p.3).

Estas son las frecuencias establecidas por reglamento para evaluar la estabilidad de
medicamentos de uso humano, para otros tipos de sustancias se puede evaluar durante el tiempo
de almacenamiento propuesto (dias, semanas, meses, afios) hasta que se observen los primeros
fendmenos de degradacion durante la identificacién o la cuantificacion, la finalidad sera
registrar el tiempo maximo y las condiciones dptimas de almacenamiento. (Comision de las

Comunidades Europeas, 2002, p. 26.)

Condiciones de almacenamiento para los estudios de estabilidad

Las condiciones de almacenamiento van a variar dependiendo de la naturaleza del
estudio; sin embargo, una vez definidas deben controlarse durante todo el periodo de evaluacion
con tolerancias aceptables. "Las tolerancias de las condiciones de almacenamiento se definen,
como las variaciones aceptables en temperatura y humedad relativa de los sitios de
almacenamiento para los estudios de estabilidad" (Ministerio de la Proteccion Social, 2011,
p.15), que para efectos del control deber constantemente monitoreadas y registradas, y los

equipos deben ser capaces de mantener dichas condiciones de almacenamiento.
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El control de las condiciones de almacenamiento es tan importante en un estudio de
estabilidad que solo "se aceptan como inevitables, los cambios ambientales cortos debidos a la
apertura de las puertas del sitio de almacenamiento." (Ministerio de la Proteccién Social, 2011,
p.15). Ademas, cuando un equipo de control falle se debe evaluar su efecto sobre la estabilidad
y registrarlo en un reporte. ElI control de las condiciones se puede realizar a través de
instrumentos portatiles para mediciones puntuales, registradores de datos o sistemas
computarizados que automaticamente realizan el monitoreo y generan reportes de forma

periodica. (Consejo de Ministros de Integracion Econdémica, 2010).

Las condiciones de almacenamiento segun el estudio de estabilidad se describen en la
tabla 2, las cuales son de acatamiento obligatorio para sustentar las pruebas de estabilidad que
se efectlen en Costa Rica en medicamentos de uso humano. Cuando se trabaje con una
sustancia fotosensible se debe evaluar su estabilidad con un lote conservado bajo condiciones
de luz natural o luz artificial durante 3 meses y con un analisis inicial y uno final, excepto que
el fabricante lo envase en un recipiente que lo proteja de la luz y que cuente con informacion

que avale dicha proteccién. (Consejo de Ministros de Integracion Econdémica, 2010, p.6)

Tabla 2. Condiciones de Almacenamiento para los Estudios de Estabilidad.

Tipo de estudio Condiciones de almacenamiento

Natural (largo plazo) | 30°C + 2°C con 65% + 5% de humedad relativa para
la zona IV a.
3°C = 2°C para medicamentos que requieren
refrigeracion.

-20°C = 2°C para medicamentos que requieren

congelacion.
Intermedio 30°C = 2°C con 60% + 5% de humedad relativa
Acelerado 40°C £ 2°C con 75% + 5% de humedad relativa para

formas farmacéuticas solidas.

40°C £ 2°C para formas farmacéuticas semisélidas y
liguidas.

25°C + 2°C con 60% + 5% de humedad relativa para

medicamentos que requieren refrigeracion.

Fuente: RTCA 11.01.04:10 de Estudios de Estabilidad de Medicamentos para Uso Humano

La Comision de las Comunidades Europeas (2002) propone como condiciones de

almacenamiento para determinar la estabilidad del analito en una solucion, las temperaturas de
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-20° C, +4°C y +20°C realizando el ensayo tanto en oscuras como a la luz y durante un tiempo
que puede ser dias, semanas, 0 mas dependiendo de la degradacidn que muestre el producto. (p.
26)

Factores que influyen en la estabilidad

Entre los principales factores que influyen sobre la estabilidad de un producto se
encuentra la exposicion a temperaturas adversas, a la luz, a la humedad, al oxigeno y al didxido
de carbono. El incremento de la temperatura genera un cambio importante en la velocidad de
la reaccidn quimica, duplicandose la velocidad por cada 10°C de incremento en la temperatura,
lo que depende de la energia de activacion de cada reaccion en particular. Aunque también las
temperaturas bajas inadecuadas pueden ser nocivas, pudiendo generar cambios en la viscosidad,
sobresaturacion, rompimiento de las gotitas de las emulsiones o formacion de polimorfos menos
solubles. (USP 39-FN 34, 2016, p. 1704)

También existen otros factores asociados a la formulacion que influyen en la estabilidad,
entre ellos estan el tamafio de particula, el pH, la composicién del vehiculo, la fuerza idnica de
la solucion, compatibilidad de aniones y cationes, el envase primario, los aditivos quimicos
especificos, la union molecular y la difusion del farmaco y excipientes. Asi mismo, pueden
verse afectados por varias reacciones que por lo general no generan cambios visuales ni
olfativos que permitan evidenciarlos; como la hidrolisis, la polimerizacién, la descarboxilacion,

la oxidacion y la descomposicién fotoquimica. (USP 39-FN 34, 2016, p. 1702)

La oxidacién es importante en la evaluacién de la estabilidad, ya que en ocasiones los
farmacos estan formulados en su forma reducida y son susceptibles a procesos de oxidacion.
La oxidacion puede ser catalizada por un valor de pH superior al 6ptimo, por iones de metales
pesados polivalentes, por exposicion al oxigeno e iluminacion ultravioleta, siendo algunas
estructuras moleculares mas susceptibles a la oxidacién que otras, entre ellas: un grupo
hidroxilo unido directamente a un anillo aromatico, dienos conjugados, anillos aromaticos
heterociclicos, derivados nitrito y nitroso y los aldehidos. (USP 39-FN 34, 2016, p. 1703)

También la estabilidad puede verse afectada por una descomposicion fotoquimica en la
que se generan radicales libres que pueden prolongar las reacciones en cadena, 0 por una
reaccion de polimerizacion en el cual dos o0 mas moléculas de farmaco se unen para dar un

complejo que en ocasiones es irreversible (Bovil y Calixto, 2015. pp. 17y 18). En cuanto a la
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hidrdlisis se asocia principalmente a uniones quimicas presentes en el analito como los ésteres
y B-lactamas, mientras que la descarboxilacion se asocia a la presencia de grupos carboxilo; asi,
por ejemplo, el &cido carboxilico disuelto pierde dioxido de carbono a partir del grupo carboxilo
cuando se le calienta. (USP 39-FN 34, 2016, p. 1703)

En los estudios de estabilidad es importante reconocer cuéles factores pueden generar
un cambio en el producto, modificando sus propiedades iniciales y no permitiendo aprovecharlo
para el proposito al cual estaba originalmente destinado; debido a que en la mayoria de las
ocasiones son muchos los factores vinculados a la inestabilidad, se protege al producto de la
mayoria de los factores mediante un envase-cierre primario apropiado y estrategias de
formulacidn, y se somete Gnicamente a una o dos condiciones que permitan medir la variacién

y establecer una fecha limite de uso, asi como condiciones apropiadas de almacenamiento.

Fecha de expira

Una fecha de caducidad o de expira se conoce como la fecha colocada en el contenedor
0 etiqueta de un producto farmacéutico que designa el tiempo durante el cual se espera que un
lote del producto permanezca dentro de sus especificaciones de calidad, siempre que se
almacene bajo las condiciones definidas, y después de lo cual no se debe utilizar ya que no tiene
la aptitud para el uso. (Bajaj, Singla & Sakhuja, 2012) Para la asignacion de la fecha de expira
se recurre al periodo de validez, realizandose la estimacién a partir de la informacion
recolectada durante un estudio de estabilidad (Consejo de Ministros de Integracién Econémica,
2010).

Estandares de referencia

Los estandares o sustancias de referencia son ampliamente utilizados en la industria
farmacéutica ya que constituyen una herramienta confiable para garantizar los resultados
analiticos de Laboratorios de Control de Calidad. Se conocen como Sustancias de Referencia
Quimica Internacionales (ICRS) y son establecidas bajo consejo del Comité Experto en
Especificaciones para Preparaciones Farmacéuticas de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). (QuimiNet, 2006)

Los estandares de referencia de la Farmacopea de los Estados Unidos se calibran con
respecto a materiales de referencia internacionales como los provistos por la Organizacion

Mundial de la Salud, cuando se aprueban como aptos para su uso como estandares de
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comparacion en las pruebas establecidas en las monografias de la Farmacopea de los Estados
Unidos (USP) o en el Formulario Nacional (FN) adquieren un estatus oficial (USP 39-NF 34,
2016, p.111)

Se destinan principalmente para los siguientes usos: a) cuantitativos en valoraciones de
farmacos y formulaciones, pruebas de limite, o blancos y controles, b) cualitativos en pruebas
de identificacion, pruebas de aptitud del sistema o marcadores de picos cromatograficos y c)
otros usos como estandares de verificacion de desempefio, estandares de punto de fusion y para
conteo de particulas. En control de calidad de los medicamentos, para la prueba de sustancias
relacionadas, se aplican con propdsitos cualitativos de identificacion o cuantitativos en pruebas
de limite. (USP 39-NF 34, 2016, p.112)

Las Sustancias Quimicas de Referencia en la Farmacopea Britanica se establecen con
base en la necesidad cientifica hallada por el grupo de expertos de la Comision de la
Farmacopea Britanica, la cual determina que una sustancia de referencia para una impureza es
requerida cuando no es posible 0 no es deseable el control utilizando una solucién diluida de
la sustancia que se estd examinando, ya sea porque el factor de respuesta o la impureza es
diferente del de la sustancia, o cuando es necesario limitar una impureza nombrada

(Farmacopea Britanica, 2015).

Los estandares aprobados por la Comisién de la Farmacopea Britanica son solicitados
al Laboratorio que participa en el desarrollo de la monografia, los cuales, tras la confirmacion
de la idoneidad con el proposito previsto se ponen a disposicion. De manera general, los
estandares de referencia de la BP se destinan para identificacién, pruebas de pureza y ensayos
de sustancias de uso farmacéutico y preparaciones farmacéuticas (Farmacopea Britanica, 2015,
p.758).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2010) una sustancia o estandar de
referencia es un material autenticado y uniforme, con un grado de pureza adecuado para el uso
y destinado para el uso en ensayos quimicos o fisicos especificados, en los que sus propiedades
son comparadas con las del producto a analizar. (p.9) Existen diferentes tipos de estandares de
referencia, por ejemplo, los Estandares de Referencia de Impurezas, los estandares de este tipo
provistos por la USP pueden incluir impurezas organicas, impurezas inorganicas o disolventes

residuales.
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Los Estandares de Referencia de Impurezas pueden presentarse como materiales
purificados de un solo componente o como mezcla de més de una impureza, se utilizan para
controlar las impurezas que pueden surgir del proceso de fabricacion o durante la vida util del
producto (impurezas organicas), o que resultan del proceso de sintesis (impurezas inorganicas),
0 para controlar el nivel de disolventes residuales en el producto al ser utilizados durante su
fabricacion (USP 39-NF 34, 2016, p.111).

Para la Farmacopea Britanica (2015) un estandar de referencia correspondiente a una
impureza se caracteriza por su identidad y pureza, cuando se usa con propositos de
cuantificacion el contenido minimo solicitado es de 95.0% y cuando no esta declarado se
considera un valor de 100,0%. Si la impureza no esta disponible en una cantidad suficiente, se
puede preparar un estandar de referencia que contenga el componente activo y la o las
impurezas, 0 en su efecto preparar un estdndar que contenga una mezcla de impurezas

especificas (pp.758-759).

Segun la USP 39-NF 34 (2016) para la identificacion o cuantificacion de las impurezas
en un determinado medicamento se tienen como opciones: adquirir un estandar del
medicamento con un contenido de impurezas declarado, el uso de tiempos de retencion y
factores de respuesta cromatografica relativos, o recurrir a valores tedricos de absortividades

UV a longitudes de onda seleccionadas (p.111).

Sustancias Relacionadas

Una sustancia relacionada esta vinculada estructuralmente con el farmaco, puede ser 1)
una impureza identificada o no que surge del proceso de sintesis de la materia prima,
subproducto y no aumenta en el almacenamiento, o 2) un producto de degradacion identificado
0 no que resulta del proceso de manufactura del producto farmacéutico, o que surge durante el
almacenamiento del material (Farmacopea de los Estados Unidos 39-Formulario Nacional 34,
2016, p.1276).

Al iniciar con la elaboracion de una monografia, el fabricante debe proveer informacion
sobre las impurezas presentes en el producto, debe indicar la naturaleza de las mismas, las
cantidades que podrian encontrarse tras su elaboracién con BPM, la forma en que pueden variar

tras el almacenamiento, junto con una indicacion de su toxicidad. Los limites de las impurezas
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se fijan por la autoridad de registro antes de otorgar la licencia, después de la evaluacion de los
estudios de toxicidad y ensayos clinicos realizados (Farmacopea Briténica, 2015, p.637).

Se define impureza como “cualquier componente que no es la entidad quimica definida
como el farmaco y, ademas, para el producto farmacéutico, cualquier componente que no sea
un ingrediente de formulacion”. Se clasifican como impurezas organicas, inorganicas y
disolventes residuales, las impurezas organicas pueden surgir durante el proceso de fabricacion
y/o almacenamiento del farmaco, mientras que las inorganicas y los disolventes residuales estan
Unicamente asociados a la fabricacion (USP 39-NF 34, 2016, p.1274).

Asociado también a la definicidn de sustancias relacionadas es el concepto de producto
de degradacion, el cual se define como una “impureza que resulta de un cambio quimico en el
farmaco ocurrido durante la fabricacién y/o almacenamiento del producto farmacéutico por el
efecto de, por ejemplo, la luz, temperatura, pH, agua, 0 por reaccion con un excipiente y/o
sistema de envase-cierre primario” (USP 39-NF 34, 2016, p.1276).

La prueba de sustancias relacionadas tiene como propdsito principal el control de las
impurezas de degradacién o limitar las impurezas que surgen durante la sintesis del ingrediente
farmacéutico activo o durante la formulacion y manufactura del medicamento. EI poder
cumplir con el objetivo de la prueba depende de varios factores que incluyen la naturaleza y
disponibilidad de las impurezas, ya sea que se pueda adquirir como un estandar de referencia,
como reactivo o que se deba fabricar in situ, también depende del nimero de ingredientes

activos y de la complejidad de la formulacion (World Health Organization, 2010, pp.45-46).

Segin World Health Organization (2010) debe tomarse en cuenta las siguientes

consideraciones para cumplir con la prueba:

1. Si se cuenta con un estandar de referencia de la impureza que se desea evaluar o0 se
consigue una mezcla estandarizada para el caso de que sean varias impurezas y, esta
establecido su uso en la monografia del principio activo, se adoptara el mismo
enfoque que para la monografia de sustancias relacionadas del producto terminado,
aunque se debe considerar que los limites pueden necesitar ser diferentes.

2. Si no se puede obtener el estandar de referencia o la mezcla estandarizada, el
laboratorio responsable debe examinar si la monografia incluye instrucciones sobre

la generacion de ciertas impurezas in situ.
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3. En caso de que ninguno de estos medios esté disponible para identificar las
Impurezas se puede realizar una prueba general, con un disefio abierto donde se
establecerian los limites nominales para los picos secundarios observados en un
analisis cromatogréafico utilizando una dilucién de la solucion de ensayo.

4. En los casos en que la principal impureza no puede ser identificada en el
cromatograma por la presencia de picos de excipiente que no pueden ser
identificados y excluidos, habrd un limite especificado para las principales
impurezas de degradacién/ impurezas solamente. Cuando se encuentran

dificultades, se debe considerar el uso de la Cromatografia en Capa Fina (TLC)
(p.46).

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia o Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) es una técnica de separacion de maltiples etapas donde los componentes
de la muestra se distribuyen entre la fase estacionaria y la fase movil, para este tipo de
cromatografia la fase estacionaria es sélida y la fase mavil es liquida y, dependiendo de la fase
estacionaria empleada, la separacion se logra por procesos de particion, absorcién o intercambio
ionico (USP 39-NF 34, 2016, pp.491 y 495).

En este tipo de cromatografia la fase moévil (FM) es un disolvente 0o mezcla de
disolventes que se desplaza a través de la fase estacionaria (FE) llevando consigo una mezcla
en la que se encuentra el analito, este proceso se conoce como elucidn, si la composicién de
disolventes se mantiene constante durante toda la corrida se conoce como elucién isocrética y
si la composicidn varia entre proporciones diferentes de dos disolventes se denomina elucién
en gradiente (Skoog, et al, 2015, p.915).

Por otra parte, la FE se encuentra fijada en una columna que consta de un tubo angosto
empacado con un so6lido inerte finamente dividido. Existen muchos tipos de FE empleadas en
Cromatografia Liquida, incluyendo entre otras: silica, alimina o grafito poroso usada en
Cromatografia de Fase Normal, resinas o polimeros con grupos &cidos o basicos empleadas en
Cromatografia de Intercambio l6nico, silica porosa o polimeros usada en Cromatografia por
Exclusion de Tamafio, o fases estacionarias especiales de derivados de celulosa, péptidos o

ciclodextrinas empleadas en Cromatografia Quiral (Farmacopea Britanica, 2015, p.203).
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El instrumento que permite la aplicacion de este tipo de cromatografia se denomina
Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia que consiste en un reservorio conteniendo la fase
movil, una bomba que impulsa a la fase maévil a través del sistema de alta presion, un inyector
con el que se introduce la muestra, una columna cromatografica, un detector y un colector de

datos como una computadora (Bogantes, M. 2013, p.21).

La bomba es el dispositivo que permite la introduccion de una cantidad medible de fase
movil desde los reservorios con los solventes hasta la columna cromatografica atravesando con
altas presiones una serie de tuberias. (Bogantes, 2013, p.22) En los equipos modernos se
incluyen varias bombas, de ahi que se denomine sistema de bombeo, las bombas que se utilizan
cumplen con generar presiones de mas de 6000 psi, una presion de salida libre de pulsos,
velocidades de flujo de 0.1 a 10 mL/min con buena reproducibilidad, ademas de ser resistentes

a la corrosion para una gran cantidad de solventes (Skoog, et al, 2015, p.916).

El sistema de bombeo de un cromatdgrafo liquido consiste principalmente en varias
camaras cilindricas que se llenan y se vacian mediante el movimiento hacia atras y hacia delante
de varios pistones. Como parte del sistema de bombeo, los equipos incluyen un dispositivo
controlado por computadora que mide la velocidad de flujo mediante la determinacién de la
caida de presion, asi también incluyen una valvula dosificadora que permite mezclar hasta

cuatro disolventes de manera programada y continua (Skoog, et al, 2015, p.916).

Por otra parte, el sistema de inyeccion en los cromatdgrafos mas modernos incorpora
un dispositivo denominado asa de muestreo que permite la seleccién del tamafio de la muestra
en microlitros, teniendo un intervalo entre 1 hasta 100 uL o mayor (Skoog, et al, 2015, p.917).
En la figura 1 se muestra un asa de muestreo para un cromatédgrafo liquido de inyeccion manual,
es decir, donde la introduccion de la muestra la realiza el operador mediante una jeringa. En la
actualidad, la mayoria de los HPLC incluyen un sistema de muestreo automatizado con un

inyector automatico.
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Figura 1. Asa de Muestreo para HPLC de Inyeccién Manual.

Fuente: Rheodyne Manual Sample Injectors (2004)

Otro componente del HPLC es el detector, siendo el mas utilizado el que se basa en la
absorcion de radiacion ultravioleta-visible, estos detectores se denominan detectores
espectrofotométricos UV-Visibles cuando operan en este rango del espectro electromagnético
(195 -700nm). El detector consiste en una celda a través de la que pasa la muestra denominada
celda de flujo, cuando la luz irradia la celda en presencia de la muestra, ésta absorbe parte de la
radiacion, al realizar la comparacion de esta radiacion con la de un rayo que atraviesa la celda
sin la presencia de la muestra, se genera una respuesta que se transforma en una sefial eléctrica
para ser cuantificada (Bogantes, 2013, p.25), en figura 2 se muestra la celda de flujo de un
HPLC.

Figura 2. Celda de flujo para un Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia.
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Fuente: Skoog, D.; West, D.; Holler, F. y Crouch, S. (2015) Fundamentos de Quimica Analitica.

En la figura 3 se muestra la configuracion principal de un cromatografo liquido de alta
eficiencia, sefialando como fluye la fase movil en el sistema a través de sus diferentes
componentes para lograr el objetivo de separacion, identificacion y cuantificacion de los
analitos presentes en la muestra, informacion que se recolecta y almacena en la computadora

para ser procesada por un software especializado.



Figura 3. Configuracion de un Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia.
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Al aplicar esta técnica de separacion se genera un cromatograma, denominandose asi al

registro de la sefial o sefiales de respuesta producidas en el detector ante la presencia del o los

analitos de la muestra a la salida de la columna cromatografica. Se registra esta sefial analitica

frente al tiempo transcurrido desde el momento en que la mezcla se puso en contacto con la

fase movil y la fase estacionaria (Garcia, Quintana y Da Silva, 2012, p.23), en la figura 4 se

muestra un ejemplo de un cromatograma.

Figura 4. Cromatograma obtenido mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.
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Un elemento importante del cromatograma son los denominados picos, que
corresponden a la manera en que se registra la respuesta del detector cuando un componente
eluye de la columna; para la identificacion del pico de un analito en particular se utiliza el
tiempo de retencion, que se define como el tiempo transcurrido desde la inyeccion de la muestra
hasta que un determinado soluto alcanza el detector y se genera la sefial (Garcia, et al, 2012,
p.25).

Aunque estos tiempos son caracteristicos del componente, pueden variar de un
cromatograma al siguiente, razén por la cual la Farmacopea de los Estados Unidos realiza las
comparaciones en términos del tiempo de retencion relativo, calculandose como la razon entre
el tiempo de retencion de la muestra y el tiempo de retencion de una sustancia de referencia
(USP 39-NF34, 2016, p.498).

Un elemento importante que le da valor a los datos obtenidos es que se obtengan con un
equipo calificado y capaz de lograr el desempefio requerido para realizar la prueba o ensayo. La
prueba de idoneidad o aptitud del sistema forma parte integrante del método y se utiliza para
asegurar un rendimiento adecuado del sistema cromatogréafico. (Farmacopea Britanica, 2015,
p.192) En la monografia se puede solicitar que se demuestren parametros como: nimeros de
platos teodricos (N), resolucion (Rs), factor de simetria (también denominado factor de
asimetria) (As), relacién sefial-ruido (S/N), entre otros.

Estos parametros son definidos por la USP 39-NF 34 (2016) y por la Farmacopea

Britanica (2015) de la siguiente forma:

> EIl nimero de platos tedricos (N) es una medida de la eficiencia de la columna que
depende de la sustancia cromatografiada asi como de las condiciones operativas, tales
como la velocidad de flujo y la temperatura de la fase mdvil, la calidad el relleno, el
espesor de la pelicula de fase estacionaria, el didmetro interno y la longitud de la
columna. Se puede estimar mediante la ecuacion 1 si se emplea un integrador

electronico:

tR
W h/2

N= 5.54( )2 Ecuacion 1

Donde tr es el tiempo de retencidn de la muestra y W n2 es el ancho del pico a la
mitad de la altura.
» Laresolucion (Rs) es la medida de la separacion de dos componentes de una mezcla,

se estima mediante la ecuacion 2 cuando se usa un integrador electrénico:



38

Rs=1.18 X (tr-tr1) / (W1, n2 +W2, h2) Ecuacion 2
Donde tr1 Y tro SON los tiempos de retencion de los dos componentes, W1, vy Wo, b2
son los anchos de los picos a la mitad de la altura.
> El factor de simetria (As) es una medida del grado de simetria que posee el pico,
cuando adquiere un valor de 1 indica que posee simetria perfecta, conforme va
incrementando este valor la asimetria se pronuncia, lo que provoca que la integracion
y la precision se tornen menos confiables. Se puede calcular mediante la ecuacion 3:
As=W 0,05/2f Ecuacion 3
Donde W .05 es el ancho del pico al 5% de la altura y f es la distancia del maximo
del pico hasta el borde inicial del pico medida en un punto ubicado al 5% de la altura
de la linea base.
> Larelacién sefial-ruido (S/N) se calcula mediante la ecuacion 4:
S/N=2H/h Ecuacién 4
Donde H es la altura del pico medido a partir del apice del pico hasta la linea base
extrapolada sobre una distancia >5 veces el ancho del pico a su altura media; y h es
la diferencia entre el valor de ruido méas grande y méas pequefio observados sobre una

distancia >5 veces el ancho del pico a su altura media.

Como parte de la aptitud del sistema se debe demostrar si se cumple con el requisito de
precision, el cual puede determinarse mediante la desviacion estandar relativa (%RSD)
comparando cinco inyecciones repetidas de una preparacién estandar cuando el requisito es
2,0% o0 menos, o en su efecto se utilizan seis inyecciones repetidas si el requisito de RSD% es
mas de 2,0% (USP 39-NF 34, 2016, pp. 499-500); aunque la monografia de la farmacopea
puede especificar un dato de desviacion estandar diferente.

Otro parametro que se puede evaluar es lo que se denomina Pureza de Pico, el cual se
refiere al indice que se emplea para indicar si un pico cromatografico, obtenido por un detector
de arreglo de fotodiodos, contiene multiples componentes. La pureza de pico es evaluada por
comparacion de la similitud entre el objetivo y el espectro de referencia con el valor umbral
calculado a partir de los componentes de ruido (Shimadzu LC2030, 2012).

La presencia de impurezas se puede determinar mediante el indice de pureza siguiendo
los siguientes criterios: si el indice es igual o mayor a cero no se detectan impurezas, mientras
que si el indice es menor a cero algunas impurezas fueron detectadas (Shimadzu LC2030,

2012). Tras el célculo, el software genera una curva de pureza como se muestra en la figura 5.



39

Figura 5. Curva de Pureza.

0.8-Purity Curve /\ } jl Max plot Peak k350
] Zero Line /
0.74 /

40

0.34

Purity curve

0.2

0.1

Zero assistant line :.5,°

0.04 > e

200 265 270 275 280 28 200 285 300 305 min

Fuente: Guia tedrica de adquisicion y procesamiento de datos del HPLC Shimadzu LC2030. (2012)

El software determina el punto del espectro que tiene el indice de pureza minimo y
muestra el indice de similitud, umbral e indice de pureza obtenido en ese punto, también puede
indicar que una impureza es detectada cuando la semejanza espectral entre la cima del pico y
cualquier punto de muestreo cae bajo el valor umbral (Shimadzu LC2030, 2012). En la figura
6 se muestra un grafico de pureza, indicando el tiempo al cual se detect6 la impureza, el indice

de pureza minimo, el valor umbral para un Unico punto y el indice de pureza.

Figura 6. Gréfico de Pureza.
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Fuente: Guia tedrica de adquisicion y procesamiento de datos del HPLC Shimadzu LC2030. (2012)
Cuando el sistema cromatografico no cumple con las especificaciones de aptitud del

sistema, se permiten realizar algunos ajustes unicamente si se cuenta con los estandares de
referencia especificados en la prueba de aptitud y los ajustes realizados generan un

cromatograma que cumple con todos los requisitos especificados inicialmente. (USP 39-NF 34,



40

2016) En la tabla 3 se detallan las variaciones permitidas por la USP 39-NF 34 (2016) y la

Farmacopea Britanica (2015) para el sistema cromatogréfico.

Tabla 3. Parametros del Sistema Cromatografico que Permiten Variaciones y Detalles

del Cambio Permitido.

Parametro

Variacion permitida

pH de la fase

movil

+0.2 unidades del valor o intervalo especificado. Solo para eluciones isocraticas.

Concentracion de
sales de la
solucién

amortiguadora

Dentro de +10%, siempre que se cumpla con la variacién de pH permitida. So6lo

para eluciones isocraticas.

Relacién de los
componentes de

la fase movil

En eluciones isocraticas el ajuste se aplica a componentes minoritarios de la
fase movil (50% o menos) en un +30% relativo. EI cambio en cualquier
componente no puede exceder de +10% absoluto.

En eluciones en gradiente se permiten variaciones minimas siempre que se
cumplan con los parametros de idoneidad del sistema, el pico principal eluye
con +15% del tiempo de retencién indicado y la composicion final no es mas

débil en poder de elucién que la composicion inicial.

Tamafo de
particula-
Longitud de la

columna

Para separaciones isocraticas, se puede modificar el tamafio de particula (dp)
y/o la longitud de columna (L) siempre que la relacién entre L y dp permanezca
constante o dentro de un intervalo entre -25% y +50% de la relacién L/dp

prescrita. En el caso de la BP se puede modificar el largo en +70%.

Diametro interno

de la columna

Se puede ajustar siempre que la velocidad lineal se mantenga constante. (Ver

velocidad de flujo) En el caso de la BP se permite un ajuste de +25%.

Fase estacionaria

Tanto para separaciones isocraticas o en gradiente no se permite cambiar la
identidad del sustituyente de la fase estacionaria permitida y en el caso de
separaciones isocréticas el tamafio de particula se puede reducir en un 50%, no

se aceptan incrementos.

Velocidad de flujo

Si se modificaron el diametro de la columna y el tamafio de particula se debe
emplear la ecuacion 5.

F2=F1 x [(dc2?x dp1) /(dci? x dp2)] Ecuacion 5
Donde F:1 y F2 son las velocidades de flujo para las condiciones originales y
modificadas, dci y dcz2son los didmetros de columna respectivos y, dp1ydp2 son

los tamafios de particula. En separacion isocratica se puede ajustar en +50%.

Temperatura de la

En eluciones isocréticas se puede ajustar tanto como +10°C, en eluciones en

columna gradiente +5°C.
Volumen de Se puede disminuir siempre que sea congruente con la precision, la linealidad y
inyeccion los limites de deteccién aceptados. No se aceptan incrementos.

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos 39-Formulario Nacional 34 (2016).
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CAPITULO IIl. MARCO METODOLOGICO

Enfoque

La investigacion con enfoque cuantitativo segin Hernandez (2014) es aquella que
"utiliza la recoleccién de datos para probar hipdtesis con base en la medicion numérica y el
andlisis estadistico, con el fin de establecer pautas de comportamiento y probar teorias" (p. 4).
Es un tipo de investigacion secuencial y de tipo probatorio que parte de un problema de estudio
delimitado y que busca después de la recoleccion y analisis de los datos obtener conclusiones

(ue generen nuevo conocimiento.

Este es el tipo de enfoque que mejor define a la investigacion que se efectud, ya que
parte de una serie de objetivos y una pregunta de investigacion y, a través de la revision de
literatura se construy6 un marco teérico que guid el estudio, del cual se dedujeron variables que
se sometieron a prueba mediante el disefio de investigacidn; a partir de este se definid la muestra
y se inicid la recoleccion de los datos, los cuales una vez analizados a través de una herramienta
estadistica permitieron responder a la pregunta de investigacion e interpretarlos con el

conocimiento ya existente e inclusive generar nuevo conocimiento.

Como investigacion cuantitativa tuvo un alcance de tipo exploratorio, ya que parti6 de
un problema de investigacién poco estudiado e inclusive novedoso, como lo evidencia la
revision de literatura realizada en la cual s6lo se encuentran ideas vagamente relacionadas con
el tema de estudio, la finalidad de la investigacion fue familiarizarse con el fenémeno estudiado,
obtener informacion que permitiera llevar a otras investigaciones y sugerir afirmaciones sobre
el tema (Hernandez, 2014, p.91).

Disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion constituye en un “plan o estrategia concebida para obtener
la informacion que se desea con el fin de responder al planteamiento del problema"(Hernandez,
2014, p.128). El disefio que se siguio en la investigacion es de tipo experimental, ya que en este
tipo el investigador manipula de manera intencional una o mas variables independientes para
analizar las consecuencias de la manipulacion sobre una o mas variables dependientes
(Hernandez, 2014, p.130).
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La investigacion se considera de tipo experimental ya que de los objetivos especificos
propuestos se dedujeron variables independientes que se manipularon para ver la influencia
sobre una variable dependiente, de manera que se pudiera concluir al respecto de la pregunta
problema. Debido a que las soluciones de referencia para sustancias relacionadas, como grupo
de estudio, ya esta formado o, es decir, no es aleatorizado, y el tiempo de estudio no es el
suficiente para ser indicativo de un experimento puro o completo, se consideré que la
subcategoria que mejor representa a esta investigacion de tipo experimental es la

cuasiexperimental.
La metodologia para realizar la investigacion tuvo la siguiente secuencia:

1. Se realizd, para fines de este proyecto, una codificacién de los materiales en estudio
incluidos en la programacion de produccion de Agosto a Diciembre del afio 2016 de
Calox de Costa Rica, ya que la informacidn aportada es considerada confidencial y
no debe quedar expuesta al dominio publico.

2. Se descartaron aquellos productos incluidos en la programacion que no requieren el
analisis de sustancias relacionadas como parte de su Control de Calidad.

3. Se disefid y aplicé una matriz de seleccion en los productos codificados siguiendo
el procedimiento estandar operativo "Anélisis de riesgo cuantitativo, cualitativo y
matriz de seleccion™ de la empresa Calox, Costa Rica.

4. Se confeccion6 un Diagrama de Paretto con los resultados obtenidos tras la
aplicacion de la matriz de seleccién para escoger la muestra dentro de la regla 80-
20.

5. Se elabor6 el protocolo de verificacion del periodo de vigencia de soluciones de
referencia para sustancias relacionadas y se individualizd6 por producto
seleccionado.

6. Se ejecutod el protocolo durante el plazo de seis meses o por menor tiempo, en
funcion de la estabilidad de la solucion, realizando un andlisis inicial que fue el
control para evaluar los siguientes anélisis.

7. Se interpretaron los resultados, estimando la fecha de vigencia de cada solucion y
estableciendo las condiciones de almacenamiento.

8. Se propuso un plan de contingencia y la documentacion necesaria para asegurar la
calidad de las soluciones de estandares de referencia para sustancias relacionadas

que se preparan y almacenan en el laboratorio.
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Muestra de la investigacion

La investigacion se realiz6 en la provincia de San José, canton de Goicochea, distrito
Calle Blancos. Canton que presenta las coordenadas 09°57°31" latitud norte y 83° 59°26”
longitud oeste, una anchura maxima es de veinte kilometros, en direccion noreste a suroeste,
desde la naciente del rio Durazno hasta el puente sobre el rio Torres, carretera Nacional No.5,
que va de la ciudad de San José a la de San Juan de Tibas. En esta region se encuentra ubicada
el laboratorio farmacéutico Calox, con direccion 100 m sur de La Tostadora El Dorado ubicado

en la zona franca del este, lugar especifico donde se efectuo el estudio.

El laboratorio Calox es una empresa dedicada a la fabricacion y comercializacion de
medicamentos genéricos Yy, estd comprometida con la salud, calidad de vida y bienestar tanto
humano como veterinario. Calox de Costa Rica cuenta con una instalacion farmacéutica de
aproximadamente 5.300 m2, recinto que alberga las oficinas Gerenciales y Administrativas,
Produccidén, Almacenamiento de materias primas, Acopio de productos terminados, Control de
Calidad, Comedor y Area de mantenimiento.

Tiene como mision ser una empresa farmacéutica internacional dedicada a la
produccién y comercializacién de medicamentos de calidad, al servicio de la medicina humana
y veterinaria. Comprometidos con la plena satisfaccion de sus clientes, apoyados en la
competencia de sus recursos humanos, innovacion, desarrollo de productos, tecnologia

actualizada, estrictos controles de la calidad y orientados a la preservacion del ambiente.

Su vision es ser una empresa reconocida internacionalmente en pro de la salud, logrando
la satisfaccion de sus clientes en un mercado dindmico y exigente, a través de estrategias claras,
desarrollo cientifico y tecnologico, con una cultura de trabajo en equipo conformado por gente
capacitada, identificada y con altos niveles de motivacion, en una organizacion moderna, agil

y proactiva.

La poblacion del estudio estaba constituida por un total de 123 diferentes medicamentos
que se fabricaron entre el periodo de Agosto a Diciembre del 2016, esta muestra incluyo
productos sélidos, liquidos y semisélidos, de los cuales s6lo una fraccion requeria el analisis de
sustancias relacionadas como parte de su control de calidad. De esta poblacién se seleccionaron
aquellos productos que, tras la aplicacion de la matriz de seleccién, quedaron dentro de la regla
80-20 de un diagrama de Paretto, para reducir el tamafio de la muestra a un total de 6

medicamentos sobre los que se aplico el estudio.
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La matriz de seleccion se escogié como la herramienta para definir la muestra, debido
a que permitio seleccionar, entre un grupo de elementos, aquellos que debian incluirse en el
estudio. Por sus caracteristicas, éstos reciben un alto puntaje segun criterios de conveniencia
definidos por el investigador. Su disefio se basé en el Procedimiento Estandar Operativo de
Andlisis de Riesgo Cuantitativo del laboratorio farmacéutico Calox de Costa Rica, que se
emplea cuando se cuenta con poco tiempo para realizar una actividad y se desea optimizar el

uso de los recursos disponibles.

Cabe destacar que el muestreo mediante una matriz de seleccion se considera como un
muestreo de tipo no probabilistico; ya que, la muestra no se define con base en un nivel de
confianza estadistico.

Variables

De los objetivos especificos de investigacion se definieron las siguientes variables de

estudio, las cuales se operacionalizaron tal y como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Operacionalizacion de Variables

Objetivo General. Determinar del periodo de vigencia de las soluciones de referencia para
sustancias relacionadas preparadas en el laboratorio de Control de Calidad de Calox, Costa
Rica, de acuerdo con la seleccion realizada.

Objetivos Variable Definicion Instrumento Operacionalizacion
especificos

Disefiar una matriz | Matriz de | Matriz que | Procedimiento Se seleccionan 6
de seleccion para | seleccion combina estandar medicamentos incluidos
la escogencia de alternativas de | operativo dentro de la regla 80-20
la  muestra de solucibn a un | Andlisis de | de un Diagrama de
estudio. problema que | riesgo Paretto.

requieren ser | cuantitativo,

seleccionadas y/o | cualitativo y

jerarquizados matriz de

segun multiples | seleccién.

criterios

previamente

definidos.
Elaborar el | Estabilidad Capacidad que El andlisis
protocolo de | de una | tiene la solucién de cromatografico de la
verificacion del | solucion de | referencia de solucién de referencia
periodo de | referencia mantener por cumple con los criterios
vigencia de | para determinado de aceptaciéon de la
soluciones de | sustancias tiempo sus prueba para sustancias
referencia  para | relacionadas | propiedades Protocolo  de | relacionadas y criterios
sustancias originales  dentro | verificacion de desempefio para la
relacionadas de las verificacion de  los
preparadas en el especificaciones resultados obtenidos.
laboratorio de establecidas.
Control de Calidad
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de Calox, Costa

Rica.

Ejecutar el | Periodo de | Intervalo de tiempo Las soluciones de
protocolo de | vigencia en que se espera referencia se mantienen
verificacion del gue las soluciones estables desde el dia 1
periodo de de referencia hasta el dia 180 (6
vigencia de la preparadas, meses) bajo alguna de
muestra permanezcan las  condiciones de
seleccionada, dentro de las almacenamiento
durante un periodo especificaciones seleccionadas.

de seis meses. fisico-quimicas

Proponer un plan | Este objetivo se cumple a partir de los resultados obtenidos con los objetivos
de contingencia y | anteriores, con los cuales se elaboran los procedimientos, registros y otros
la documentacion | documentos necesarios segun lineamientos del sistema documental de Calox de
necesaria para | Costa Rica

asegurar la
calidad de las
soluciones de
estandares
preparadas
Fuente: Elaboracién propia, 2016.
Instrumentos

Para la investigacion se contaron con dos instrumentos uno basado en el procedimiento
estandar operativo del laboratorio farmacéutico Calox, Costa Rica. denominado "Analisis de
riesgo cuantitativo, cualitativo y matriz de seleccion" a partir del cual se disefid la matriz de
seleccion vy, el segundo que corresponde al protocolo de verificacién del periodo de vigencia,
principal instrumento de la investigacion y con el cual se obtuvieron los resultados mas
representativos del objeto de estudio. Para la consulta y revision de estos instrumentos, remitirse

a la seccion de apéndices.

Cabe sefialar que el segundo instrumento descrito, dirigio6 el estudio de verificacion de
la estabilidad de manera general; sin embargo, para su aplicacion en cada uno de los productos
seleccionados se confeccion6 un protocolo especifico debido a que el método oficial descrito
por la Farmacopea de los Estados Unidos o en su defecto por la Farmacopea Britanica para las
sustancias relacionadas es diferente, lo que requiere sefialar la preparacion y el sistema analitico

utilizado.

La validacion del primer instrumento se realizé por parte de la tutora de la tesis Dra.
Irelis Alvarez Diaz y por el Dr. Gabriel Jinesta (farmacéutico de validacion), quienes ya tienen
experiencia en la confeccidn de este tipo de matrices. Mientras que la validacion del segundo
instrumento se realiz6 de dos maneras: una interna a través de parametros de aptitud que

establece la Farmacopea de los Estados Unidos y la Farmacopea Britanica para la prueba de
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sustancias relacionadas y otra externa que se realizé a traves del criterio de experto por parte de
la Coordinadora de Control de Calidad en Calox de Costa Rica Dra. Maricela Ledezma y la

tutora de tesis.

Proceso para la recoleccion de datos

Los datos que se obtuvieron durante la investigacion surgieron de la aplicacion del
protocolo de verificacion del periodo de validez para las soluciones de referencia para
sustancias relacionadas y durante el plazo previsto, este protocolo fue ejecutado por parte del
investigador, quien verifico la estabilidad de la solucidn a través de la aplicacion del protocolo
especifico de cada producto, este describia el método de preparacion y analisis de sustancias
relacionadas y su fuente fue la Farmacopea de los Estados Unidos o en su efecto la Farmacopea

Britanica.

Como técnica de analisis se utilizo la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia, en cuyo
sistema se registraron y almacenaron los cromatogramas obtenidos con la aplicacién de los
respectivos protocolos, se guardé el informe por el nombre del medicamento al cual pertenece
la sustancia de referencia y por fecha, adicionalmente se guardd en un archivo una impresién
de los informes y se registraron los analisis en una bitacora de trabajo que llevo un control
fechado, nombre del producto, columna utilizada, método, observaciones y firmas de quien
ejecutd la prueba y de quien lo verifico.

También se almacen6 una copia de los registros de temperatura y humedad de cada de
una de las condiciones evaluadas durante el tiempo de verificacién de la estabilidad del
producto, estos fueron registrados manualmente por los colaboradores del laboratorio para el
caso de almacenaje en refrigeracion y congelacion, y para el almacenaje en ambiente natural
por parte del sistema automatizado con que cuenta el laboratorio de Control de Calidad, de
manera que se pudiera garantizar que las temperaturas y humedades evaluadas se mantuvieron

dentro de tolerancias aceptables durante todo el estudio.

Los resultados obtenidos se fueron evaluando en forma individual tras el término de
cada frecuencia de analisis realizada, para asegurarse que cumplieran con los criterios de
aceptacion de la prueba y que, por lo tanto, pudiera continuarse con el estudio de estabilidad.

Al final los datos fueron procesados en conjunto para cada uno de los productos seleccionados
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de manera que se reflejara el comportamiento y se pudiera proporcionar un periodo de validez

y condiciones de almacenaje para cada una de las soluciones de referencia.

Método de analisis

Se introdujeron los datos obtenidos en una Hoja de Excel elaborada por el investigador,
permitiendo evaluar el cumplimiento de los pardametros tras cada anélisis realizado, en la figura
5 se muestra un fragmento de la hoja de Excel, tomando como ejemplo uno de los productos

seleccionados, esta figura muestra qué datos se incluyeron y como se evaluaron los resultados
por cada frecuencia evaluada.

Figura 7. Hoja de Excel utilizada en el Procesamiento de Datos.

Preparacién de solucion de referencia Resultados
Caracteristicas A3 Compuesto Frecuencia de 7 dias
A anallsls‘
Masa (mg) 1375 28 Condicicn ato <25°C (luz) <25°C (oscuras) 0a-20°C 2a8°C
C
Potencia (%) 95 ] Analito a3 A3 i A3 i Az i
A A A A
Humedad (%) 0,6 [ 3118800 148893 3032374 145830 3058505 144480 3081613 143457
Factor de diucion (m)| 5000 5000 ) 3058853 43642 3042845 45935 3054310 45680 | 31048 44352
Concentracion (mg/m)| _ 0,0273 00025 Areas 024305 47164 3020261 44569 041165 46014 0851 46457
Lote 364 HOMETE 300456 28862 3084374 28768 046824 42131 970 49837
Expira Ol-=ene Vigente 312577 45434 3166545 49534 | 3127613 44047 0045 45647
Promedio 3075018 47563 3065684 47271 5683 44466 18513 | 145018
5 395014 23850 557263 20602 5258,7 15408 45121, 23022
DSR % 13 15 18 14 1.2 1.1 14 16
Datos andlisis inicial
Climgili deparsmétios
Condicion <25°C (wz) <26°C jluz) <259 (ageuras] 10a-20°C 2a8°C
Compustto Compuesto Compuesto Compuesto
Inicial A3 i A3 i A3 i A3 i
A A A A
Analito a-3 Compuesto 1,02 1,02 1,02 1,01 102 1,00 1,08 1,01
Relacionade A
mpl mpi mpl mple mpl mpl mpi mpl
2387302 13343 " " " " " " " "
S0374ET CEEEN]
Areas 2382602 1E393 88 88 a7 d
2585079 146351 mpl mple umpl mph
ElEE 5836 12 131 12 11 13 12 13 12
Promedio 3000883 45184 cumple cumple cumple | cumple cumple cumple cumple | cumple
on 235971 ikl 13 16 19 14 12 11 14 16
i} 0 cumple cumple cumple | cumple cumple cumple cumple | cumple

Fuente: Elaboracion propia. (2016)
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CAPITULO IV. ANALISIS DE RESULTADOS

Para la seleccion de la muestra de estudio se partio inicialmente de una poblacion
constituida por 123 productos entre presentaciones farmacéuticas soélidas, liquidas vy
semisolidas. De esta poblacion solo 48 productos tenian como parte de su Control de Calidad
el anélisis de sustancias relacionadas (alrededor de un 39%); poblacién que al final se redujo a
21 productos, ya que a pesar que la potencia de un mismo principio activo podia ser diferente,

la prueba de sustancias relacionadas era igual para ambas presentaciones farmaceuticas.

Antes de confeccionar y aplicar la matriz de seleccidn, se realizé un filtro adicional a la
poblacion mencionada anteriormente, para descartar aquellos productos cuya prueba de
sustancias relacionadas era de tipo cualitativo; es decir, cuando se requiere demostrar la
ausencia o no de la sustancia en el producto terminado, reduciéndose a un total de 17 productos.
Este descarte se realizo para darle prioridad a los productos cuyas sustancias relacionadas

pueden verse cuantificadas erroneamente por el uso de una solucién de referencia almacenada.

Para la confeccion de la matriz de seleccion se establecié inicialmente las caracteristicas
que se evaluarian en los 17 productos terminados cuya prueba de sustancias relacionadas era de
tipo cuantitativo, para cada una de estas caracteristicas se asignd una ponderacién en una escala
del 1 al 100%, segun criterios de relevancia para Calox de Costa Rica. Cada una de las
categorias se dividié en subcategorias, repartiendo entre éstas el peso porcentual asignado
anteriormente. En la tabla 5 se muestran las categorias y subcategorias que constituyeron los

criterios de la matriz de seleccion.

Tabla 5. Criterios de la Matriz de Seleccion.

Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4
Disponibilida Lotes a Asuntos
d de estandar RO fabricar MO regulatorios el e

Disponible 40 Mas de 20 20 Altamente 10 | L1c18) | 10
requerido

No disponible 0 De 10-20 5 Muy requerido 6 L-7 (C-8) 5

- - Menos de 10 0 Requerido 4 Otra 0

Pond. 40 Pond. 25 Pond. 20 Pond. 15

Fuente: Elaboracion propia (2016).

Los criterios de la tabla 5 se evaluaron en los productos terminados que participaron en

el estudio, asignandoles en cada categoria el puntaje que le correspondia. Para la categoria 1 se
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recurrio a evaluar con el inventario de estdndares primarios, si el estandar de la impureza o la

sustancia relacionada se encontraba disponible, ya que el proceso de cotizacion y comprar por

parte del Departamento de Proveeduria de Calox de Costa Rica podia demorar el inicio de la

investigacion por varios meses.

Por otra parte, para la segunda categoria se empled la programacién de produccion de

Agosto a Diciembre del 2016 para hacer la clasificacion segin los criterios establecidos,

mientras que para la tercera categoria se consulto un listado proporcionado por el Departamento

de Asuntos Regulatorios en el cual se especificaba la relevancia para registro de determinados

productos. Finalmente, para la cuarta categoria se utilizé la monografia disponible en la USP

39- NF-34 o en su defecto por la BP 2015 para determinar el tipo de columna que requeria. Tras

asignar el puntaje por categoria, se sumo el puntaje total obteniéndose la tabla 6.

Tabla 6. Matriz de Seleccién.

Producto Clasificaf:ién Ptos. Clasificafzién Ptos. Clasificagién Ptos. Clasificapién Ptos. Puntos

categoria 1 categoria 2 categoria 3 categoria 4 totales
D-1 Disponible 40 Mas de 20 20 | No requerido 0 L1 10 70
E-3 Disponible 40 De 10-20 5 Requerido 4 L1 10 59
L-1 Disponible 40 De 10-20 5 Requerido 4 L1 10 59
A-3 Disponible 40 De 10-20 5 No requerido | O L1 10 55
-3 Disponible 40 |Menosde10| O Requerido 4 L1 10 54
L-7 Disponible 40 |Menosde 10| O No requerido 0 L7 5 45
G-2 Disponible 40 |Menosde 10| O No requerido 0 L7 5 45
D-2 Disponible 40 |Menosde 10| O No requerido 0 Otra 0 40
S-6 Disponible 40 |(Menosde 10| O No requerido 0 Otra 0 40
I-1 No disponible | 0 Mas de 20 20 |Muy requerido| 6 L1 10 36
E-1 No disponible | 0 De 10-20 5 No requerido 0 L1 10 15
A-5 No disponible | 0 De 10-20 5 No requerido 0 L1 10 15
G-3 No disponible| O |[Menosde10| O No requerido 0 L1 10 10
F-5 |Nodisponible| 0 |Menosde 10| 0 /r*e't;'};figtoe 10 Otra o | 10
A-7 No disponible| O |[Menosde10| O No requerido 0 L1 10 10
A-9 No disponible| O |[Menosde10| O No requerido 0 L1 10 10
0O-1 No disponible| O |[Menosde10| O No requerido 0 L7 5 5

Fuente: Elaboracién propia, (2016).

Con los puntajes obtenidos en la matriz de seleccion se elabord un Diagrama de Paretto,

con la finalidad de seleccionar la muestra aplicando la regla 80-20, lo que permite identificar el

20% de los productos que representan el 80% de la ponderacion, optimizandose el uso de los

recursos de la investigacion en aquellos productos que tienen mayor valor para la empresa. En
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la figura 8 se muestra el Diagrama de Paretto obtenido, a partir de este grafico se visualiza que
los productos D-1, E-3, L-1, A-3, I-3 y L-7 deberian formar parte de la muestra de estudio.

Figura 8. Diagrama de Paretto con los Elementos de Estudio.

100.0
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0
0.0

Frecuencia absoluta
%Frecuencia acumulada

D-1 E-3 L-1 A3 I-3 L7 G-2 D-2 S-6 I-1 E-1 A5 G-3 F-5 A-7 A-9 0O-1
Producto

Fuente: Elaboracion propia, (2016).

Sin embargo, el producto D-1 no pudo ser seleccionado debido a que no habia una
columna cromatogréafica con caracteristicas similares a la especificada en la monografia de la
USP 39-NF 34, por lo que se selecciond entre los productos de la regla al G-2 debido a que el
estandar estaba disponible y la columna cromatografica coincidia con el producto L-7,
permitiendo montar dos analisis diferentes en el mismo equipo HPLC para un mejor
aprovechamiento del tiempo. Por lo tanto, los productos A-3, E-3, L-1, I-3, L-7 y G-2

representaron la muestra de estudio y se fueron evaluando en el orden mencionado.

Los productos seleccionados se evaluaron siguiendo las pautas indicadas en el protocolo
general que se describio en Apéndice B. Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de
una Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, mientras que la preparacion de las
soluciones empleadas durante la investigacion se realizd de acuerdo al Protocolo de Preparacién
de Soluciones de Referencia de Sustancias Relacionadas, elaborado para cada producto

seleccionado y disponible a partir del apéndice C.

Las preparaciones de las soluciones de referencia descritas en los protocolos se basaron
en la prueba de sustancias relacionadas de la monografia del producto terminado
correspondiente. Debido a que son monografias aprobadas, ya sea por la Comisién de la
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Farmacopea Estadounidense o la Farmacopea Britanica, se sabe que han sido verificadas para
garantizar que los estandares de referencia oficiales empleados en cada prueba sean solubles y
compatibles con los solventes utilizados, de manera que no se afecte el Control de Calidad del

producto terminado por degradacién o reaccion entre los materiales empleados.

Las inyecciones de las muestras para todas las frecuencias y condiciones de
almacenamiento establecidas se realizaron en el Cromatdgrafo Liquido Shimadzu LC-2030 3D,
cuya ultima verificacion se realizé en el mes de agosto del 2016 y que tiene como fecha de
préxima verificacion el mes de mayo del 2017, tal y como se puede apreciar en el anexo 9. Asi
mismo, las columnas cromatograficas utilizadas ya habian sido verificadas inicialmente por los
analistas del Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica, cuyos certificados se

pueden encontrar a partir del Apéndice J.

Como se especificaba en el Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una
Solucion de Referencia para Sustancias Relacionadas (apéndice B), cada solucién de referencia
se almaceno en cuatro condiciones diferentes: una condicion de congelacion (-10 a -20°C), una
condicion de refrigeracion (2 a 8°C) y una condicion a temperatura ambiente (menor a 25°C)
que se verifico tanto en condiciones de luz artificial como con proteccion de la luz. En las
figuras 9, 10 y 11 se muestran las tendencias de la temperatura para cada condicion de

almacenamiento durante el periodo en que se evaluaron las soluciones.

Figura 9. Tendencia de la Temperatura del Congelador durante el Periodo de
Almacenamiento de las Soluciones de Referencia.

14/09/2016  21/09/2016  28/09/2016  05/10/2016  12/10/2016  19/10/2016  26/10/2016  02/11/2016  09/11/2016  16/11/2016  23/11/2016  30/11/2016

== (ongelador

— e N / e

Temperaturas de congelacion (°C)

-25

Fechas

Fuente: Registro diario de temperatura No. R-VDT-128
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Cabe indicar que estos rangos de temperatura estan basados en condiciones establecidas
por la USP 39-NF 34, las cuales son implementadas por el Laboratorio de Control de Calidad
de Calox en las areas que corresponde. Respecto a la temperatura del Congelador empleado
para almacenar las soluciones de referencia para sustancias relacionadas se puede apreciar en
la figura 9 que se mantuvo dentro de los limites de control de -10 a -20°C durante todo el periodo
de almacenamiento, que de manera general inicio el 18 de setiembre del 2016 y culminé el 29
de diciembre del 2016.

Figura 10. Tendencia de la Temperatura del Refrigerador durante el Periodo de

Almacenamiento de las Soluciones de Referencia.
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Fuente: Registro diario de temperatura No. R-VDT-128
Por otra parte, la temperatura del refrigerador no se mantuvo bajo cumplimiento durante

todo el periodo de almacenamiento de las soluciones de referencia, ya que en una fecha se
sobrepaso el limite de control superior (8 °C);sin embargo, en ninguna de las fechas la
temperatura disminuyo lo suficiente para aproximarse al limite de control inferior (2 °C) (ver
figura 10), considerandose que este incumplimiento solo fue de un dia y por tanto su influencia

sobre la estabilidad de las soluciones de referencia no fue representativo.
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Figura 11. Tendencia de la Temperatura Ambiente durante el Periodo de

Almacenamiento de las Soluciones de Referencia.
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Fuente: Registro eléctrico de temperatura y humedad por parte del equipo Rotronic.

Finalmente, durante el almacenamiento de las soluciones de referencia bajo la
temperatura ambiente del &rea de preparacion muestras del Laboratorio de Control de Calidad
de Calox de Costa Rica, esta se mantuvo durante todo el periodo de almacenamiento por debajo
del limite de control superior de 25°C, como se puede apreciar en la figura 11. Demostrando
mediante las figuras 9, 10 y 11 que la estabilidad de las soluciones de referencia para sustancias

relacionadas realmente se evalué bajo las condiciones de almacenamiento establecidas.

Las soluciones de referencia para sustancias relacionadas de los productos que fueron
seleccionados corresponden, en la mayoria de las casos, a soluciones empleadas para verificar
la aptitud del sistema, asi como para la identificacion y cuantificacion de la impureza o del
compuesto relacionado, de ahi que esten constituidas por el estandar de referencia del principio
activo y por el estandar de la sustancia relacionada, Gnicamente para los productos 1-3 y G-2 la

solucion de referencia contenia solamente el estandar de la sustancia relacionada respectiva.

Para cada producto se considera que se obtuvieron dos grupos de resultados diferentes,
los relacionados a los parametros de aptitud del sistema permitiendo asegurar un rendimiento
adecuado del sistema cromatografico en cada etapa, y los directamente relacionados con la
estabilidad de la solucion de referencia; este Gltimo punto se evalué mediante el célculo que
relaciona la concentracion de la solucion con las areas obtenidas (ver anexo 2), este criterio se
basa en lineamientos de la FDA para el reporte de resultados analiticos relacionados con un

sistema cromatografico.
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Para el producto codificado como A-3 la solucién de referencia para la prueba de
sustancias relacionadas estaba compuesta por el estandar de referencia del principio activo de
dicho producto (denominado A-3 para efecto del estudio) y por el estandar de referencia del
Compuesto Relacionado A, en la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos tras aplicar el
calculo mencionado anteriormente; sin embargo, las figuras 12 y 13 muestran mas claramente

el comportamiento de los componentes de la solucion a lo largo del tiempo de almacenamiento.

Tabla 7. Razones entre las Concentraciones de los Componentes de la Solucion de
Referencia de A-3y las Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de

Almacenamiento.

Compuesto

= Relacionado C

Condiciones de

almacenamiento Dias de Dias de
almacenamiento | almacenamiento

0 7 14 0 7 14
<25 °C (luz) 1,00 /10,30 (0,31 | 1,00 | 0,28 | 0,28

<25°C
(oscuras) 1,00 | 0,30 (0,34 | 1,00 | 0,28 | 0,29
-10a-20 °C 1,00 | 0,30 (0,30 | 1,00 | 0,28 | 0,27
2a8°C 1,00 | 0,30|0,30 | 1,00 | 0,28 | 0,28

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017)

Figura 12. Razones entre la Concentracion de A-3 en la Solucién de Referencia y las
Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de Almacenamiento.

1.30
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S 114 -10a-20°C
N 1.10 =238 °C
X 1.06 LCl

1.02

0.98

0.94

0.90

0 7 14 35
Dias de almacenamiento

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).
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La figura 12 muestra como el componente A-3 en la solucion preparada se mantiene
entre los limites de control establecidos de 0.95 a 1.05 a los 7 dias de almacenamiento para
todas las condiciones de almacenamiento evaluadas, mientras que a los 14 dias se mantiene
dentro del rango las condiciones de <25°C (luz y oscuras) y de -10 a -20°C, finalmente a los 35

dias en ninguna de las condiciones de almacenamiento se mantuvo dentro de la especificacion.

Figura 13.Razones entre la Concentracion de Compuesto Relacionado A de A-3 en la
Solucion de Referencia y las Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de

Almacenamiento.

1.30 -+
1.26
1.22
1.18 @ <25 °C (luz)
=== <25 °C (oscuras)
= 114 o -10a-20 °C
N 1.10 =238 °C
® 1.06 Lcl
- LCS
1.02
0.98
0.94
0.90

0 7 14 35
Dias de almacenamiento

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

La figura 13 revela que el Compuesto Relacionado A de A-3 en la solucion de referencia
preparada es mas estable, ya que tanto a los 7 como a los 14 dias de almacenamiento en todas
las condiciones evaluadas se mantuvo dentro del rango establecido (0.95-1.05). Sin embargo, a
los 35 dias de almacenamiento solamente en la condicion de -10 a -20°C se mantuvo dentro de

la especificacion.

En ambas figuras se puede apreciar que la tendencia principal es incrementar el valor a
lo largo del tiempo de almacenamiento, si se evalta los componentes de la ecuacién empleada
para obtener estos datos, se puede apreciar que se debe al aumento del area del pico en los

siguientes analisis con respecto al inicial, este incremento del area puede estar relacionado a un



56

cambio en la concentracion de los componentes en la solucion debido a la evaporacion de los

solventes.

La evaporacion de los solventes se considera como una posibilidad ya que un 50% del
diluyente empleado en la preparacion de la solucion estaba compuesto por una mezcla de
solventes volatiles como el acetonitrilo y el metanol, ademéas el envase empleado para el
almacenamiento correspondia a viales de vidrio con tapa de plastico y septum, considerandose
que, a pesar de que tras cada analisis los envases se sellaban con papel parafilm, se presentd

una pequefia fuga por las aberturas del septum.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede estimar como un periodo valido de
almacenamiento de la solucion de referencia 14 dias después de la fecha de la preparacion,
pudiendo ser almacenado bajo cualquiera de las siguientes condiciones: <25°C (temperatura
ambiente del area de preparacion de muestras) ya sea en envase transparente o color ambar y -
10 a -20 °C (rango de temperatura del congelador), condiciones en las que tanto el estandar de

A-3 y su Compuesto Relacionado A se mantuvieron dentro de la especificacion.

Tabla 8. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatogréafico para el Producto A-3 que
fueron Evaluados a los 7 Dias de Almacenamiento.

Parametros

<25 °C (luz)

<25 °C (oscuras)

-10a-20 °C

2a8°C

Compuesto
A-3 | Relacionad
oA

A-3

Compuesto
Relacionado
A

Compuesto

A-3 | Relacionado

A

Compuesto
Relacionado
A

Laresoluciéon
entre el
Compuesto
Relacionado Ay
A-3 no debe ser
menor a 8,5

8,6

8,8

8,7

8,6

El factor de
asimetria no
debe ser mayor
a2,0%

1,2 11

1,2

11

13 1,2

1.3

1,2

La desviacion
estandar relativa
paracinco
inyecciones
sucesivas no
debe ser mayor
a2.0%

13 1,6

19

1,4

1,2 1,1

1,4

1,6

El indice de
pureza de pico
es mayor o igual
a0,0

0,9 0,2

0,9

0,2

0,9 0,9

0,7

0,6

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).
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Con respecto a la aptitud del sistema cromatogréafico empleado para la solucion de

referencia para sustancias relacionadas del producto A-3 a los 7 dias de almacenamiento, se

puede apreciar en la tabla 8 que se cumplieron todos los parametros de aptitud estipulados como

la resolucion entre los picos, el factor de asimetria, la desviacion estandar relativa y el indice

de pureza de pico, lo que califica y asegura el buen desempefio del equipo, coincidiendo con

los resultados analiticos obtenidos hasta esa fecha.

Tabla 9. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatogréafico para el Producto A-3 que

fueron Evaluados a los 14 Dias de Almacenamiento.

Parametros

<25 °C (luz)

<25 °C (oscuras)

-10a-20 °C

2a8°C

A-3

Compuesto
Relacionado
A

A-3

Compuesto
Relacionado
A

A-3

Compuesto
Relacionado
A

A-3

Compuesto
Relacionado
A

Laresolucién
entre el
Compuesto
Relacionado
Ay A-3no
debe ser
menor a 8,5

8,2

8,1

7,9

7,9

El factor de
asimetria no
debe ser
mayor a 2,0%

13

11

13

1,2

13

1,2

13

1,2

La
desviacién
estandar
relativa para
cinco
inyecciones
sucesivas no
debe ser
mayor a 2.0%

0,6

1,6

1,0

0,8

14

1,2

1,0

15

El indice de
pureza de
pico es
mayor o igual
a0,0

1,0

0,4

1,0

0,4

1,0

0,6

0,9

0,9

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

A los 14 dias de almacenamiento los parametros de aptitud del sistema que se cumplen

son el factor de asimetria, la desviacion estandar relativa y el indice de pureza de pico,

solamente la resolucion entre los picos no se cumple para ninguna de las condiciones de

almacenamiento evaluadas; sin embargo, para la condicion de <25°C (luz y oscuras) se obtiene

todavia un valor cercano a la especificacion (ver tabla 9).
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Tabla 10. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto A-3 que

fueron Evaluados a los 35 Dias de Almacenamiento.

Parametros

<25 °C (luz)

<25 °C (oscuras)

-10a-20 °C

2a8°C

Compuesto
A-3 | Relacionado
A

Compuesto
A-3 Relacionado
A

Compuesto
A-3 | Relacionado
A

A-3

Compuesto
Relacionado
A

La resolucion
entre el
Compuesto
Relacionado
Ay A-3no
debe ser
menor a 8,5

8,2

8,1

7,9

7,9

El factor de
asimetria no
debe ser
mayor a 2,0%

13 11

13 1,2

13 1,2

13

1,2

La
desviacion
estandar
relativa para
cinco
inyecciones
sucesivas no
debe ser
mayor a 2.0%

8,7 11,4

6,7 7,4

6,2 7,2

5,6

59

El indice de
pureza de
pico es
mayor o igual
ao0,0

0,9 0,1

0,6 0,1

0,9 1

0,8

0,1

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

Finalmente, a los 35 dias de almacenamiento el sistema cromatografico incumple un

parametro adicional a la resolucion entre picos, donde este es la desviacion estandar relativa

gue incrementa a valores inaceptables (ver tabla 10), razon por la cual el sistema no se considera

apto y su comportamiento se relaciona estrechamente con la inestabilidad mostrada por la

solucién de referencia de A-3 hasta esta fecha.

Para el periodo de validez propuesto para la solucion de referencia (14 dias) se considera

que el sistema cromatografico es apto, ya que el Unico pardmetro que no se cumplio fue la

resolucion entre los picos. Sin embargo, desde el andlisis inicial la resolucion fue de 8,7

aprobando la especificacion por una pequefia diferencia, valor que se mantuvo a los 7 dias para

después descender a los 14 dias de almacenamiento, manteniéndose todavia en un valor

aceptable para una columna cromatografica que tenia previamente varias inyecciones de uso.
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Con respecto al producto codificado como E-3 la solucion de referencia para la prueba
de sustancias relacionadas esta compuesta por el estdndar de referencia del principio activo de
dicho producto y por el estandar de referencia del Compuesto Relacionado C, en la tabla 11 se
muestran los resultados obtenidos durante el periodo de almacenamiento para ambos elementos

que correspondié para este caso a los 14 dias.

Tabla 11. Razones entre las Concentraciones de los Componentes de la Solucion de
Referencia de E-3 y las Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de

Almacenamiento.

Compuesto

EsS Relacionado C

Condiciones de

almacenamiento Dias de Dias de
almacenamiento | almacenamiento

0 7 14 0 7 14
<25 °C (luz) 1,00 10,30]0,31 | 1,00 | 0,28 | 0,28
<25 °C (oscuras) 1,00 10,30 0,34 | 1,00 | 0,28 | 0,29
-10a-20 °C 1,00 10,30 0,30 | 1,00 | 0,28 | 0,27
2a8°C 1,00 [ 0,30 (0,30 | 1,00 | 0,28 | 0,28

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

En la tabla 11 se puede apreciar que la solucién de referencia para sustancias
relacionadas del producto E-3 no se mantiene estable bajo ninguna de las condiciones de
almacenamiento evaluadas, ya que los resultados obtenidos a los 7 dias estuvieron fuera de los
limites de control establecidos de 0.95 a 1.05, comportamiento que se repite a los 14 dias de
almacenamiento. En este caso hubiese sido importante evaluar la estabilidad con una mayor
frecuencia durante la primera semana de almacenamiento para determinar qué tan inestable es

la solucion de referencia.
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Tabla 12. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto E-3 que

fueron Evaluados durante los 7 Dias de Almacenamiento.

<25 °C (luz) <25 °C (oscuras) -10a-20°C 2a8°C

Parametros Compuesto Compuesto Compuesto Compuesto
E-3 | Relacionado | E-3 | Relacionado | E-3 | Relacionado | E-3 | Relacionado
C C C C

Laresolucion
entre el
Compuesto
Relacionado C vy el
E-3 no debe ser
menor a 2,0.

La desviacion
estandar relativa
para cinco
inyecciones
sucesivas no debe
ser mayor a 2,0%.
El indice de
pureza de pico es
mayor o igual a
0,0.

4,9 4,6 4,5 4,4

0,7 2,8 2,8 2,8 0,7 0,7 0,2 2,2

0,0 0,9 0,6 10 0,5 0,9 0,6 0,9

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucion de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

De la tabla 12 se puede considerar que la aptitud del sistema cromatografico empleado
para la solucion de referencia para sustancias relacionadas del producto E-3 fue apta, ya que se
cumplieron todos los parametros estipulados por la monografia oficial de la USP 39-NF 34, que
correspondian a la desviacion estdndar relativa y a la resolucion entre picos, razon por la cual

el sistema no puede considerarse como un factor determinante de los resultados obtenidos.

Otro factor determinante que se puede descartar es la calidad de la preparacion realizada,
ya que si desde un inicio la cristaleria y los reactivos empleados no hubiesen estado limpios,
alguna impureza podria haber intervenido en la concentracion inicial, generando valores
incorrectos de area; sin embargo, por medio del valor de pureza de pico se puede descartar que
los picos obtenidos en la elucion de la solucién de referencia contuvieran alguna impureza que
falseara los resultados, ya que en todos los casos el indice de pureza de pico fue igual o mayor

a cero (ver tabla 12).
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Tabla 13. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto E-3 que
fueron Evaluados durante los 14 Dias de Almacenamiento.

<25 °C (luz) <25 °C (oscuras) -10a-20°C 2a8°C

Parametros Compuesto Compuesto Compuesto Compuesto
E-3 | Relacionado | E-3 | Relacionado | E-3 | Relacionado | E-3 | Relacionado
C C C C

Laresolucion
entre el
Compuesto
Relacionado C vy el
E-3 no debe ser
menor a 2,0.

La desviacion
estandar relativa
para cinco
inyecciones
sucesivas no debe
ser mayor a 2,0%.
El indice de
pureza de pico es
mayor o igual a
0,0.

4,6 4,6 4,7 4,7

14 1.8 6,3 12,9 2,6 4,0 0,6 2,6

0,8 0,9 0,9 10 0,8 1,0 0,9 0,9

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucion de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

A los 14 dias de almacenamiento, la idoneidad del sistema no fue apta debido a que el
criterio de la desviacion estandar no se cumple para la mayoria de las condiciones evaluadas,
con excepcion de la condicidn <25 °C (luz) en la que si se cumple, demostrando que la solucién
se vuelve mas inestable conforme pasa el tiempo de almacenamiento. El criterio de pureza se
sigue cumpliendo a los 14 dias, corroborando que en los resultados obtenidos no se traslap6

ninguna impureza.

Por otra parte, el resultado obtenido en la tabla 11 indica que tras 7 dias de
almacenamiento un 30% del area disminuyo con respecto a su valor inicial, esto estaria
directamente vinculado a su valor de concentracion, la cual pudo ser modificada por un cambio
en la cantidad de estandar o en el volumen, debido a que el diluyente empleado en la preparacion
era un 60% acuoso no se espera que se haya dado un cambio en el volumen por evaporacién y
por el contrario, se piensa mas en la posibilidad de que se haya presentado una degradacion del

estandar que modificara su cantidad inicial.

Debido a que la solucion de referencia no fue evaluada con mayor frecuencia antes de
que cumpliera los 7 dias de almacenamiento, no se puede establecer un periodo de vigencia y
se determina que la solucion preparada corresponde a una preparacion de un solo uso debe

descartarse al dia siguiente, el principal motivo se debe a que su uso en dias posteriores para la
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cuantificacion del Compuesto Relacionado C en la muestra, podria generar que su valor sea
mayor al real, pudiendo ser rechazado el lote por un falso negativo que traeria consigo pérdidas

econdmicas importantes para el laboratorio fabricante.

Para el producto codificado como L-1, la solucion de referencia para sustancias
relacionadas estaba compuesta por dos estandares diferentes, uno que correspondia al principio
activo del producto L-1 y otro que correspondia al estdndar del Compuesto Relacionado A. En
la tabla 14 se muestran los resultados globales obtenidos, en los casos en que se indicd NA se
debid a que la solucion no se siguié evaluando por mas tiempo bajo esas condiciones; para
apreciar mas claramente el comportamiento de los componentes de la solucién a lo largo del

tiempo de almacenamiento ver las figuras 14 y 15.

Tabla 14. Razones entre las Concentraciones de los Componentes de la Solucién de
Referencia de L-1y las Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de

Almacenamiento.

L-1 Compuesto Relacionado A

Condiciones de
almacenamiento Dias de almacenamiento Dias de almacenamiento

0 14 | 28 [ 56 | 70 0 14 | 28 | 56 | 70
<25 °C (luz) 1,00(0,98(0,98(0,99|1,09]1,00| 0,97 (1,00]1,01| 1,13

<25 °C (oscuras) |[1,00|0,99 (0,99 1,00 NA |1,00| 0,97 | 0,96 | 0,96 | NA
-10a-20 °C 1,001 0,97 (0,99 (0,96 | NA |1,00(0,95]0,95]0,91  NA

2a8°C 1,001 0,99 (0,97 | 1,04 | NA |1,00( 0,97 | 0,93 (0,96 | NA
Fuente: Informe de Vigencia de la Solucidn de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).
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Figura 14. Razones entre la Concentracion de L-1 en la Solucion de Referencia y las
Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de Almacenamiento.
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Fuente: Informe de Vigencia de la Solucidn de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

La figura 14 muestra como el componente L-1 en la solucion preparada se mantiene
entre los limites de control establecidos de 0.95 a 1.05 para todas las condiciones evaluadas
desde los 14 dias hasta los 56 dias de almacenamiento. Para los 70 dias solo se inyecto la
condicion de <25°C (luz) debido a que los viales de las otras condiciones se contaminaron,
probamente por la exposicion a otras soluciones almacenadas, impidiendo generar un
cromatograma que fuera cuantificable. A diferencia de los otros productos, los resultados
empiezan a los 14 dias, debido a que a los 7 dias el sistema cromatografico fallo, realizando

una reinyeccion al dia siguiente con resultados no conformes a la prueba inicial.
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Figura 15.Razones entre la Concentracion de Compuesto Relacionado A de L-1en la
Solucién de Referencia y las Areas obtenidas en Andlisis Inicial y a los Dias de

Almacenamiento.
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Fuente: Informe de Vigencia de la Solucidn de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

La figura 15 revela que el Compuesto Relacionado A de L-1 se mantiene dentro de los
limites a los 14 dias de almacenamiento, mientras que a los 28 dias solamente la condicion de
2 a8 °C incumplié la especificacion. A los 56 dias la condicion que incumple es la de -10 a -20
°C y a los 70 dias la unica condicion que se pudo evaluar fue la <25°C (luz), que dio también
inconforme. Estos resultados demuestran que L-1 es mas estable que el Compuesto Relacionado
A, ya que el primero se mantuvo dentro de la especificacion hasta los 56 dias de
almacenamiento, mientras que el segundo elemento desde los 28 dias se empez6 a mostrar

inestable.

Debido a que ambos estandares son importantes para la cuantificacion del Compuesto
Relacionado A, asi como de otras sustancias relacionadas presentes en los productos
terminados, el periodo de vigencia propuesto, asi como su condicion de almacenamiento en el
que ambos estandares se mantuvieron dentro de la especificacion, es el de 56 dias siendo
almacenado en un area de temperatura ambiente que no sobrepase los 25°C, protegiéndolo o no

de la luz con un envase de color ambar.
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Tabla 15. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto L-1 que
fueron Evaluados durante los 14 Dias de Almacenamiento.

<25 °C (luz) <25 °C (oscuras) -10a-20°C 2a8°C

Parametros Compuesto Compuesto Compuesto Compuesto
L-1 | Relacionado | L-1 | Relacionado | L-1 | Relacionado | L-1 | Relacionado
A A A A

El factor de
asimetria no
debe ser mayor
a 1,5%.

La desviacion
estandar
relativa para
cinco
inyecciones
sucesivas no
debe ser mayor
a 2,0%.

El indice de
pureza de pico
€s mayor o
igual a 0,0.

0,8 1,2 0,8 1.2 0,8 1.2 0,8 1,2

2,0 14 0,6 12 1,6 1,6 11 1,0

1,0 0,4 1,0 0,4 1,0 0,6 0,9 0,9

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

Con respecto a la aptitud del sistema cromatografico empleado para la solucién de
referencia para sustancias relacionadas del producto L-1 a los 14 dias de almacenamiento se
puede apreciar en la tabla 15 que se cumplieron todos los parametros de aptitud estipulados
como el factor de asimetria, la desviacion estandar relativa y el indice de pureza de pico,
calificando al sistema como apto y respaldando los resultados analiticos obtenidos hasta esta

fecha, los cuales también resultaron conformes para todos las condiciones de almacenamiento.
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Tabla 16. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto L-1 que

fueron Evaluados durante los 28 Dias de Almacenamiento.

Parametros

<25 °C (luz)

<25 °C (oscuras)

-10a-20 °C

2a8°C

L-1

Compuesto
Relacionado
A

L-1

Compuesto
Relacionado
A

L-1

Compuesto
Relacionado
A

L-1

Compuesto
Relacionado
A

El factor de
asimetria
no debe ser
mayor a
1,5%.

0,8

1,2

0,8

1,2

0,8

1,2

0,8

1,2

La
desviacion
estandar
relativa
para cinco
inyecciones
sucesivas
no debe ser
mayor a
2,0%.

19

1,7

0,7

11

15

4,4

4,7

El indice de
pureza de
pico es
mayor o a
igual 0,0.

0,3

0,2

0,3

0,2

0,4

0,3

0,0

0,4

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

A los 28 dias de almacenamiento los parametros de aptitud del sistema se cumplieron

para la mayoria de las condiciones, solamente la desviacion estandar relativa no se cumplio

para la condicion de almacenamiento de 2 a 8 °C (ver tabla 16), comportamiento que va ligado

a los resultados de relacion de concentracién/area obtenidos hasta esta fecha, condicion en la

cual se establecié que la solucion de referencia para sustancias relacionadas de L-1 no

permanece estable.
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Tabla 17. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto L-1 que

fueron Evaluados durante los 56 Dias de Almacenamiento.

Parametros

<25 °C (luz)

<25 °C (oscuras)

-10a-20 °C

2a8°C

L-1

Compuesto
Relacionado
A

L-1

Compuesto
Relacionado
A

L-1

Compuesto
Relacionado
A

L-1

Compuesto
Relacionado
A

El factor de
asimetria
no debe ser
mayor a
1,5%.

0,8

1,2

0,8

1,2

0,8

1,2

0,8

1,2

La
desviacion
estandar
relativa
para cinco
inyecciones
sucesivas
no debe ser
mayor a
2,0%.

2,0

1.8

1,7

1,6

6,5

6,5

7,1

8,0

El indice de
pureza de
pico es
mayor o
igual a 0,0.

0,2

0,3

0,2

0,1

0,3

0,1

0,3

0,3

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

A los 56 dias una condicion de almacenamiento adicional a la de 2 a 8 5°C incumplio

también el pardmetro de la desviacion estandar relativa, la condicion de almacenaje de -10 a -

20°C (ver tabla 17), comportamiento que se relaciona con los resultados de relacion de

concentracion/area obtenidos hasta esta fecha, en las que tanto el Compuesto Relacionado A

como L-1 se mostraron inestables saliéndose o aproximandose a los limites de control (ver
figuras 14 y 15).
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Tabla 18. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto L-1 que

fueron Evaluados durante los 70 Dias de Almacenamiento.

Parametros

<25 °C (luz)

<25 °C (oscuras)

-10a-20 °C

2a8°C

L-1

Compuesto
Relacionado
A

L-1

Compuesto
Relacionado
A

L-1

Compuesto
Relacionado
A

L-1

Compuesto
Relacionado
A

El factor de
asimetria
no debe ser
mayor a
1,5%.

0,7

1,2

NA

NA

NA

NA

NA

NA

La
desviacion
estandar
relativa
para cinco
inyecciones
sucesivas
no debe ser
mayor a
2,0%.

6,3

11,9

NA

NA

NA

NA

NA

NA

El indice de
pureza de
pico es
mayor o
igual a 0,0.

0,5

0,0

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

Finalmente, a los 70 dias de almacenamiento, el sistema cromatografico de la Unica

condicion de almacenamiento evaluada (<25°C, luz) incumplié con la desviacion estandar

relativa (ver tabla 18), comportamiento que se relaciona estrechamente con la inestabilidad que

se mostro por la solucion de referencia de L-1 hasta esta fecha, donde los resultados de razén

concentracion/area se salieron de especificacion.

Con el respecto al producto codificado como I-3 la solucion de referencia para la prueba

de sustancias relacionadas estaba compuesta por un unico estandar, denominado para efecto de

la investigacién como Impureza de I-3, en la tabla 19 se muestra los resultados obtenidos

durante el periodo de almacenamiento de la solucion, que correspondio para este caso a los 7

dias.
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Tabla 19. Razon entre la Concentracion de la Impureza de 1-3 en la Solucion de

Referencia y las Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los 7 Dias de Almacenamiento.

Impureza de -3

ndicion Im namient . .
Condiciones de almacenamiento Dias de almacenamiento

0 7
<25 °C (luz) 1,00 1,65
<25 °C (oscuras) 1,00 1,81
-10a-20 °C 1,00 1,22
2a8°C 1,00 1,61

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

En la tabla 19 se puede apreciar que la solucién de referencia para sustancias
relacionadas del producto I-3 no se mantuvo estable bajo ninguna de las condiciones de
almacenamiento evaluadas, ya que los resultados obtenidos a los 7 dias de almacenarla dieron
fuera de los limites de control establecidos de 0.95 a 1.05. Para esta solucion de referencia, al
igual que la solucidn del producto E-3, hubiese sido importante evaluar la estabilidad con una

mayor frecuencia durante la primera semana de almacenamiento.

Tabla 20. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto 1-3 que

fueron Evaluados durante los 7 Dias de Almacenamiento.

) Condiciones de almacenamiento
Parametros
<25 °C (luz) | <25 °C (oscuras) | -10a-20°C 2a8°C
La desviacion estandar
relativa para cinco
inyecciones sucesivas 29,9 46,9 26,8 42,6
no debe ser mayor a
2,0%.
El indice de pureza de
pico es mayor o igual a -0,8 -0,9 0,9 0,9
0,0.

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

En la tabla 20 se puede observar que la aptitud del sistema cromatografico empleado a
los 7 dias para la solucion de referencia para sustancias relacionadas del producto I-3 no fue

apta, ya que no se cumplié la desviacion estandar relativa en ninguna de las condiciones de
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almacenamiento evaluadas, por otra parte, el indice de pureza de pico no se cumpli6 para la

condicion de temperatura ambiente (<25°C), tanto en luz como en oscuridad.

En el caso de la desviacion estandar relativa se obtuvieron valores bastante altos (ver
tabla 20) ya que a los 7 dias de almacenamiento los valores de &rea aumentaron o descendieron
con gran diferencia entre cada inyeccion y el area promedio (ver apéndice N), de ahi que
también los valores de las razones entre concentracion/area inicial y a los 7 dias de
almacenamiento estén muy altos (ver tabla 19), demostrando que la solucién de referencia es

muy inestable y no puede ser almacenada por mucho tiempo.

Los valores de las razones entre concentracion/area se deben al aumento del &rea
promedio del pico en los siguientes analisis con respecto al inicial (ver apéndice N), este
incremento del area puede estar relacionado a un cambio en la concentracion de los
componentes en la solucion debido a la evaporacién de los solventes, ya que un 80% del
diluyente empleado en la preparaciéon de la solucion estaba compuesto por una mezcla de
solventes volatiles como el acetonitrilo y el metanol, esto aunado a que el envase empleado para

el almacenamiento no proveia un adecuado sellado.

Debido a que la solucién de referencia no fue evaluada con mayor frecuencia antes de
que cumpliera los 7 dias de almacenamiento, no se puede establecer un periodo de vigencia ni
condiciones de almacenamiento apropiadas, determinandose que la solucion preparada
corresponde a una preparacion de un solo uso, debiendo descartarse al dia siguiente para evitar

posibles errores de cuantificacion de la impureza.

Para el producto codificado como L-7 la solucién de referencia para la prueba de
sustancias relacionadas que se prepar0 contenia tres diferentes estandares, dos de ellos
correspondian a los principios activos del producto seleccionado y el tercero restante al
Compuesto Relacionado A de Benzotiadiazina, para efecto de los resultados los estandares de
los principios activos se denominan L-7(a) y L-7(b), presentandose los resultados generales en
la tabla 21, en algunos casos no se indicé un dato debido a que el estudio no se continué mas

bajo esas condiciones.
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Tabla 21. Razones entre las Concentraciones de los Componentes de la Solucion de
Referencia de L-7 y las Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de

Almacenamiento.

Compuesto
L-7(a) L-7 (b) Relacionado A de

Condiciones de Benzotiadiazina

almacenamient

0 Dias de Dias de Dias de
almacenamiento almacenamiento almacenamiento
0 7 14 28 0 7 14 | 28 0 7 14 | 28
<25 °C (luz) 1,00 10,991 1,05 | NA |[1,00]1,0411,09| NA | 1,00 |1,04(1,06( NA
<25 °C
(oscuras) 1,00 11,00 1,12 | NA |[1,00]0,9411,14| NA | 1,00 |1,04 (1,08 NA
-10a-20 °C 1,00 10,881 0,95 | NA [1,00]0,9210,94| NA | 1,00 10,91(0,92( NA
2a8°C 1,00 | 0,99 | 1,02 [ 1,17 |1,00|1,03 | 0,97 lél 1,00 |1,03]0,99[1,13

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucidn de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

Figura 16. Razones entre la Concentracion de L-7 (a) en la Solucion de Referencia y las

Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de Almacenamiento.

1.22
1.18 /
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£1.06 P e e e ey~ -10a-20°C
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c1.02
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' === LCS
0.94
0.90
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0.82
0 7 14 28
Dias de almacenamiento

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

En la figura 16 se puede apreciar que el comportamiento del estandar de referencia de
L-7 (a) a los 7 dias de almacenamiento se mantiene dentro de los limites de control de 0.95 a
1.05 para las condiciones de temperatura ambiente, tanto en condiciones de luz artificial y a

oscuras, y para la condicion de 2 a 8°C de refrigeracion, mientras que a los 14 dias solamente
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las condiciones de <25°C (luz) y la de 2 a 8°C se mantienen dentro de especificacion, finalmente

la condicidn de refrigeracion cae fuera de rango de aceptacion a los 28 dias de almacenamiento.

Cabe aclarar que a pesar de que a los 14 dias la condicion de almacenamiento de
congelacion cumple con la especificacion, el resultado no se considera valido ya que a los 7
dias de almacenamiento habia incumplido el criterio de relacion concentracion/area. Esta
misma condicion no se siguio evaluando por mas tiempo, asi como la condicion de <25°C (luz),
ya que se requiere que ambos componentes de la solucién de referencia se mantengan bajo

cumplimiento.

Figura 17. Razones entre la Concentracion de L-7 (b) en la Solucion de Referencia y las

Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de Almacenamiento.

1.24 -

1.20
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1.12 o= <25 °C (luz)

1.08 @— <25 °C (oscuras)
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§ 1'33 0228 °C
@ LCI

0.96 = e e | CS

0.92

0.88

0.84

0.80

0 7 14 28
Dias de almacenamiento

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

La figura 17 muestra el comportamiento del estandar de referencia de L-7 (b) en la
solucion preparada, revelando que a los 7 dias de almacenamiento solamente bajo las
condiciones de <25°C (luz) y la de 2 a 8°C se mantiene dentro de los limites de control de 0.95
a 1.05, a los 14 dias solamente la condicion de refrigeracion de 2 a 8°C se mantiene dentro de
especificacion y finalmente esta se sale del rango de aceptacion a los 28 dias de

almacenamiento.
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Figura 18.Razones entre la Concentracion de Compuesto Relacionado A de
Benzotiadiazina en la Solucion de Referencia y las Areas obtenidas en Analisis Inicial y a

los Dias de Almacenamiento.
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Fuente: Informe de Vigencia de la Solucidn de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

La figura 18 revela que el comportamiento del Compuesto Relacionado A de
Benzotiadiazina es muy similar al estandar de referencia L-7 (b), encontrandose que a los 7 dias
se mantiene dentro del rango de especificacion de 0.95-1.05 bajo las condiciones de <25°C (luz
y oscuras) y 2 a 8°C. A los 14 dias de almacenamiento solamente la condicién de refrigeracion
se mantiene bajo cumplimiento, para luego caer fuera de especificacion a los 28 dias. Para la
condicidn de -10 a -20 °C se obtienen resultados que desde los 7 dias de almacenamiento caen

fuera de los limites de control establecidos.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede estimar como un periodo valido de
almacenamiento para la solucion de referencia 14 dias después de la fecha de la preparacion,
pudiendo ser almacenada Unicamente bajo la condicion de 2 a 8 °C, ya que tanto los estandares
de L-7 (a) y (b) como el Compuesto Relacionado A de Benzotiadiazina se mantuvieron dentro
de la especificacion de 0.95-1.05, las otras condiciones de almacenamiento no se pueden
recomendar debido al comportamiento irregular de los elementos que constituyen la solucidn

de referencia.
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Tabla 22. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatogréafico para el Producto L-7 que
fueron Evaluados a los 7 Dias de Almacenamiento.

<25°C (luz) <25°C (oscuras) -10a-20 °C 2a8°C

Parametros [ |7 T L7 [CR.| L7 [ L7 [CR| L7 [L7[CR. [ L7 [ L7 [CR
@ | ® | Al @ |®G|A]@]|O®GI |A]@]®MOBI] A

Larelaciéon
sefal-ruido
debe ser no 13 12 11 13 12 11 13 10 11 13 10 11
menor de
10.

La
desviacion
estandar
relativa
para cinco
inyecciones
sucesivas
no debe ser
mayor a
2,0%.

0,8 11 16 | 233 | 194 | 16 | 13,8 | 11,4 | 119 | 1,5 1,3 1,4

El indice de
pureza de
pico es 0,7 06 | 0,6 0,9 09 (08 ] 09 01 | 01 09 | 01 | 0,7
mayor o
igual a 0,0.

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucidn de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

Con respecto a la aptitud del sistema cromatogréafico empleado para la solucién de
referencia para sustancias relacionadas del producto L-7 se puede apreciar en la tabla 22 que a
los 7 dias de almacenamiento en todas las condiciones evaluadas se cumplieron los pardmetros
de relacion sefial-ruido y el indice de pureza de pico, mientras que la especificacion sobre la
desviacion estandar relativa se cumplio Gnicamente para las condiciones de <25°C (luz) y 2 a 8
°C, condiciones en las que se obtuvieron resultados de concentracion/area mas similares entre

los elementos de la solucién de referencia.
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Tabla 23. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto L-7 que
fueron Evaluados a los 14 Dias de Almacenamiento.

<25°C (luz) <25°C (oscuras) -10a-20°C 2a8°C
Parametros [ | .7 [L-7 [CR. | L-7 L-7 |CR.| L-7 | L-7 |C.R.| L-7 L-7 | C.R.
@1l [ A | @ | b | A]J@]|OG [|A] @& ]Db A

Larelaciéon
sefal-ruido
debeserno | 12 11 11 12 11 11 12 11 11 12 11 11
menor de
10.

La
desviacion
estandar
relativa
para cinco
inyecciones
sucesivas
no debe ser
mayor a
2,0%.

16 | 19| 16 | 7,5 8,1 85 | 43 49 | 34 1,2 1 0,6

El indice de
pureza de
pico es 08 03| 09 |09 0,7 01107 06 |01 09 0,4 0,6
mayor o
igual a 0,0.

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, 2017.

Respecto a la aptitud del sistema cromatogréafico a los 14 dias de almacenamiento se
puede apreciar en la tabla 23 que en todas las condiciones evaluadas se cumplieron los
pardmetros de relacion sefial-ruido y el indice de pureza de pico, mientras que la especificacion
sobre la desviacion estandar relativa se cumplio Gnicamente para las condiciones de <25°C (luz)

y 2 a 8 °C, manteniendo este comportamiento desde los 7 dias de almacenaje.
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Tabla 24. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto L-7 que

fueron Evaluados a los 28 Dias de Almacenamiento.

Parametros

<25°C (luz)

<25°C (oscuras)

-10a-20 °C

2a8°C

L-7| L-7 | C.R.

@] (b | A

L-7
(@)

L-7
(b)

CR.

A

L-7 L-7 C.R.

@ [ () A

L-7
(b)

Larelacion
sefal-ruido
debe ser no
menor de
10.

NA | NA NA

NA

NA

NA

NA NA NA

11

11

La
desviacion
estandar
relativa
para cinco
inyecciones
sucesivas
no debe ser
mayor a
2,0%.

NA | NA NA

NA

NA

NA

NA NA NA

6,0

6,0

59

El indice de
pureza de
pico es
mayor o
igual a 0,0.

NA | NA NA

NA

NA

NA

NA NA NA

0,9

0,0

0,8

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, 2017.

Finalmente, la aptitud del sistema cromatografico se evalu6 a los 28 dias de

almacenamiento solamente para la condicion de 2 a 8°C, debido a que fue la Unica condicion

en que todos los estandares de la solucion de referencia de L-7 cumplieron la especificacion de

relacion de concentracion y areas (0.95-1.05). En la tabla 24 se pueden observar los resultados

obtenidos, en los cuales solamente hay cumplimiento de los parametros de relacion sefial-ruido

y el indice de pureza de pico, nuevamente la desviacion no muestra cumplimiento ya que la

solucion no permanece estable hasta fecha como se ven en las figuras 16, 17 y 18.

Los resultados obtenidos con respecto a la aptitud del sistema cromatografico empleado

durante el tiempo en que se evalud la solucidn de referencia para sustancias relacionadas de L-

7, revelan que durante el periodo de validez propuesto para la solucion, asi como para la

condicion de almacenamiento establecida, el sistema cromatografico se comporta de manera

apta para lo que se requiere, ya que cumple con todos los criterios de aceptacion establecidos.
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Para el producto codificado como G-2 la solucion de referencia para sustancias
relacionadas preparada contenia solamente el estandar del Compuesto Relacionado F, en la
tabla 25 se muestra los resultados generales obtenidos mientras que en la figura 19 se aprecia
mas claramente el comportamiento de la solucion a lo largo del tiempo de almacenamiento, asi

como para cada una de las condiciones de almacenamiento evaluadas.

Tabla 25. Razén entre la Concentracion del Compuesto Relacionado F en la Solucién de
Referencia de G-2 y las Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de

Almacenamiento.

Condicién de Dias de almacenamiento
almacenamiento
0 7 14
<25 °C (luz) 1,00 0,92 0,84
<25 °C (oscuras) 1,00 0,91 0,96
-10a-20 °C 1,00 0,47 0,92
2a8°C 1,00 0,99 1,15

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).

Figura 19. Razdn entre la Concentracion del Compuesto Relacionado F en la Solucion
de Referencia de G-2 y las Areas obtenidas en Analisis Inicial y a los Dias de

Almacenamiento.
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Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, (2017).
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La figura 19 muestra como el Compuesto Relacionado F de G-2 en la solucion
preparada es muy inestable y solamente a los 7 dias de almacenamiento para la condicion de
refrigeracion de 2 a 8°C se mantiene entre los limites de control establecidos de 0.95 a 1.05,
mientras que a los 14 dias la condicidn que mostré cumplimiento fue la de temperatura ambiente
con proteccion a la luz, resultado que se considera invalido ya que a los 7 dias no habia mostrado

cumplimiento, inclusive bajo la misma temperatura pero sin la proteccion de la luz.

Tabla 26. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto G-2 que

fueron Evaluados a los 7 dias de Almacenamiento.

Condiciones de almacenamiento

Pardmetros
<25 °C (luz) | <25 °C (oscuras) | -10a-20°C | 2a8°C
La resolucién entre el Compuesto 1,7 1,7 1,7 1,7
Relacionado F y G-2 debe ser de al
menos 1,8.
La desviacion estandar relativa 1,3 1,3 46,7 1,7

para cinco inyecciones sucesivas
no debe ser mayor a 2,0%.

El indice de pureza de pico es 0,6 0,7 0,7 0,2
mayor o igual a 0,0.

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucién de Referencia para Sustancias Relacionadas, 2017.

Para la verificacion de la aptitud del sistema cromatografico se preparé una solucion
que contenia el estdndar de referencia del principio activo y el estandar del Compuesto
Relacionado F, a partir de la cual se evalu6 que se obtuviera una resoluciéon entre los
componentes de 1.8. La tabla 26 muestra que el sistema cromatografico empleado a los 7 dias
de almacenamiento en ninguna de las condiciones evaluadas cumplié con el pardmetro de
resolucion entre picos; sin embargo, la diferencia con respecto a la especificacion es de 0.1,
considerandose todavia aceptable para una columna cromatografica que tenia previamente

varias inyecciones de uso.

Mientras que el parametro de desviacion estandar relativa se evalud con la solucion de
referencia del Compuesto Relacionado F, obteniéndose un cumplimiento de la desviacion para
la mayoria de las condiciones evaluadas, con excepcion de la condicion de -10 a -20 °C (ver
tabla 26), en la cual el promedio de area obtenido difirio considerablemente con su valor inicial,
generando un valor de razdn concentracion/area inaceptable (ver tabla 25). Con esta misma

solucion se evalu la pureza de pico con resultados conformes para todos los casos.



79

Tabla 27. Parametros de Aptitud del Sistema Cromatografico para el Producto G-2 que

fueron Evaluados a los 14 Dias de Almacenamiento.

Condiciones de almacenamiento
<25 °C (luz) |<25°C (oscuras)|-10a-20°C| 2a8°C
Laresolucién entre el Compuesto 0 0 0 0

Relacionado Fy G-2 debe ser de
al menos 1,8.

La desviacion estandar relativa 3,6 17,6 26,9 17,7
para cinco inyecciones sucesivas
no debe ser mayor a 2,0%.

Parametros

El indice de pureza de pico es 0,5 0,3 0,1 0,4
mayor o igual a 0,0.

Fuente: Informe de Vigencia de la Solucion de Referencia para Sustancias Relacionadas, 2017.

A los 14 dias de almacenamiento no se logra obtener resolucion alguna entre el
Compuesto Relacionado F y G-2 (ver tabla 27) ya que tras su almacenamiento la solucién se
contamind con otras impurezas provenientes del ambiente, debido probablemente a una
inadecuado sellado del envase con el papel parafilm, generando varios picos secundarios que
se interponian con los picos principales dificultando la separacion, lo que hizo imposible

evaluar este parametro en la aptitud del sistema empleado para esta fecha.

Por otra parte, la desviacion estandar relativa a los 14 dias se incumplié para todas las
condiciones de almacenamiento evaluadas, obteniéndose valores muy elevados para la mayoria
de los casos (ver tabla 28), esto vinculado a los resultados de concentracion/areas obtenidos
hasta esta fecha donde se aprecia que el comportamiento fue inestable para todas las
condiciones de almacenaje evaluadas (ver figura 19). En el caso de la pureza de pico los

resultados fueron conformes para todos los casos.

Debido a la conformidad del sistema cromatografico a los 7 dias de almacenamiento,
asi como los resultados obtenidos hasta esa fecha, se propone como el periodo de vigencia para
la solucion de referencia del Compuesto Relacionado F del producto G-2, 7 dias a partir de la
fecha de preparacion siendo almacenado a una temperatura de 2 a 8 °C, condiciéon que no

mantiene la integridad de la solucidn si se almacena por mas tiempo.
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En la tabla 28 se muestra un resumen del periodo de vigencia y condiciones de

almacenamiento que se establecieron, segln los resultados analiticos, para cada una de las

soluciones de referencia para sustancias relacionadas preparadas, estas medidas se espera que

sean acatadas por el Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica, de manera que

se asegure que la solucién de referencia tras el tiempo de almacenamiento bajo las condiciones

establecidas, sea todavia apta para su uso en la cuantificacion de las sustancias relacionadas.

Tabla 28. Periodo de Vigencia y Condiciones de Almacenamiento establecidas para las

Soluciones de Referencia para Sustancias Relacionadas.

Soluciones de Referencia para
Sustancias Relacionadas

Periodo de Vigencia

Condicion de almacenamiento

Producto A-3

14 dias

Temperatura ambiente inferior a 25 °C, con
0 sin proteccion a la luz o temperatura de
congelacion de -10 a -20°C

Producto E-3

Solucién de un sélo
uso

No debe ser almacenada

Producto L-1

56 dias

Temperatura ambiente inferior a 25 °C, con
0 sin proteccioén a la luz

Producto I-3

Solucién de un sélo

No debe ser almacenada

uso
Producto L-7 14 dias 2a8°C
Producto G-2 7 dias 2a8°C

Fuente. Elaboracién propia. (2017)

La validez del uso de las soluciones de referencia para sustancias relacionadas que se

preparen y almacenen en el Laboratorio de Control de Calidad se garantiza a través de una serie

de medidas que permite mantener las condiciones de almacenamiento establecidas, aun cuando

se presenten situaciones externas que dificulten su almacenaje en los sitios seleccionados. Estas

medidas se proporcionan en lo que se denomind Plan de Contingencia para el Almacenamiento

de las Soluciones de Referencia
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Plan de Contingencia para el Almacenamiento de las Soluciones de Referencia.

Soluciones de Referencia almacenadas a una temperatura ambiente menor a 25°C.

1. Las soluciones de referencia deberan ser almacenadas en un frasco de vidrio de color
ambar con una tapa con cierre hermético, adicionalmente se le debe colocar una tira de
papel parafilm alrededor de la tapa.

2. Cada frasco debe llevar pegado una etiqueta con la informacion necesaria para su
identificacion, esta etiqueta debe indicar el nombre de la solucién, tipo de estandar
utilizado (USP o BP), lote, peso, potencia y humedad de dicho estandar, diluyente
empleado en la preparacion, concentracion de la solucién, firma del analista que la
preparo, fecha de preparacion y de expira.

3. Para proteger la informacion indicada en la etiqueta de posibles derrames de la solucion
debe cubrirse con una cinta adhesiva transparente.

4. Cuando no haya disponible un recipiente de color &mbar, la solucion puede almacenarse
en un recipiente de vidrio transparente que debe ser envuelto con papel aluminio para
proteger de la radiacion.

5. Los frascos con las soluciones se colocaran en una urna en el area de preparacion de
muestras del laboratorio, o en su efecto en un area donde la temperatura ambiente sea
menor de 25°C, aislado de fuentes de calor y con un medidor de temperatura para su
verificacion diaria.

6. El registro de la temperatura se realizard en forma manual dos veces al dia, al inicio y
al final de la jornada laboral por parte del personal asignado llenando el registro
correspondiente.

7. Cuando el sistema de monitoreo de la temperatura indique valores que incumplen con
el limite establecido, debe verificarse el impacto sobre la identidad fisica y quimica de
la solucidn, o en su defecto la solucién debe descartarse para evitar su uso en pruebas

analiticas posteriores.



82

Soluciones de Referencia almacenadas a una temperatura de refrigeracion de 2 a 8 °C.

1.

Las soluciones de referencia deberan ser almacenadas en un frasco de vidrio con una
tapa con cierre hermético, adicionalmente se le debe colocar una tira de papel parafilm
alrededor de la tapa.

Cada frasco debe llevar pegado una etiqueta con la informacion necesaria para su
identificacion, esta etiqueta debe indicar el nombre de la solucién, tipo de estandar
utilizado (USP o BP), lote, peso, potencia y humedad de dicho estandar, diluyente
empleado en la preparacion, concentracion de la solucion, firma del analista que la
prepar0, fecha de preparacion y de expira.

Para proteger la informacién indicada en la etiqueta de la humedad generada por el
refrigerador, debe cubrirse con una cinta adhesiva transparente.

Cuando se requiera hacer limpieza de la refrigeradora o haya un corte del suministro
eléctrico, las soluciones refrigeradas deben trasladarse a una hielera equipada con “ice
pack” o acumuladores de frio.

Para prevenir que las soluciones se congelen se debe evitar el contacto directo de los
frascos con los “ice pack™ a través un recipiente de plastico.

Cuando el corte del suministro eléctrico se extienda por un tiempo mayor a la capacidad
de enfriamiento de los “ice pack” o haya una averia de la refrigeradora, se debe solicitar
el traslado de las soluciones hacia una refrigeradora que se encuentre en un area cercana.
Durante el almacenamiento de las soluciones de referencia en la hielera se debe
monitorear continuamente la temperatura, si esta no se mantiene dentro del rango de 2
a 8 °C, se debe evaluar su impacto sobre la identidad fisica y quimica de la solucién, o
en su defecto la solucion debe descartarse para evitar su uso en pruebas analiticas
posteriores.

El registro de la temperatura del refrigerador se realizara en forma manual dos veces al
dia, al inicio y al final de la jornada laboral por parte del personal asignado llenando el
registro correspondiente.

Si la temperatura que se registra del refrigerador incumple con el rango de temperatura
permitido, se debe evaluar el impacto sobre la estabilidad de la solucién o en su defecto

debe descartarse.
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Soluciones de Referencia almacenadas a una temperatura de congelacion de -10 a -20 °C.

1.

Las soluciones de referencia deberan ser almacenadas en un frasco de vidrio con una
tapa con cierre hermético, adicionalmente se le debe colocar una tira de papel parafilm

alrededor de la tapa.

. Cada frasco debe llevar pegado una etiqueta con la informacion necesaria para su

identificacion, esta etiqueta debe indicar el nombre de la solucion, tipo de estandar
utilizado (USP o BP), lote, peso, potencia y humedad de dicho estandar, diluyente
empleado en la preparacion, concentracion de la solucién, firma del analista que la
prepard, fecha de preparacion y de expira.

Para proteger la informacion indicada en la etiqueta de la humedad generada por el

congelador, debe cubrirse con una cinta adhesiva transparente.

. Cuando se requiera hacer limpieza de la refrigeradora o haya un corte del suministro

eléctrico, las soluciones deben trasladarse a una hielera equipada con “ice pack” o
acumuladores de frio.

Cuando el corte del suministro eléctrico se extienda por un tiempo mayor a la capacidad
de enfriamiento de los “ice pack” o haya una averia del congelador, se debe solicitar el

traslado de las soluciones hacia una congeladora que se encuentre en un area cercana.

. Durante el almacenamiento de las soluciones de referencia en la hielera se debe

monitorear continuamente la temperatura, si esta no se mantiene dentro del rango de -
10a-20°C, se debe evaluar su impacto sobre la identidad fisica y quimica de la solucién,
0 en su defecto la solucién debe descartarse para evitar su uso en pruebas analiticas
posteriores.

El registro de la temperatura del congelador se realizara en forma manual dos veces al
dia, al inicio y al final de la jornada laboral por parte del personal asignado llenando el

registro correspondiente.

. Si la temperatura que se registra del congelador incumple con el rango de temperatura

permitido, se debe evaluar el impacto sobre la estabilidad de la solucion o en su defecto

debe descartarse.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

A partir de la investigacion realizada se extraen las siguientes conclusiones relacionadas
al objetivo general:

Determinar del periodo de vigencia de las soluciones de referencia para sustancias
relacionadas preparadas en el laboratorio de Control de Calidad de Calox, Costa Rica, de

acuerdo con la seleccion realizada.

Se determinaron los siguientes periodos de vigencia para las soluciones de referencia

para sustancias relacionadas que resultaron seleccionadas:

» A-3 14 dias si se almacena a una temperatura ambiente inferior a 25 °C, con o sin
proteccion a la luz, o a una temperatura de congelacion de -10 a -20°C.
» L-1 56 dias si se almacena a una temperatura ambiente inferior a 25 °C, con o sin
proteccion a la luz.
» L-7 es de 14 dias si se almacena a una temperatura de 2 a 8 °C.
» G-2esde 7 dias si se almacena a una temperatura de 2 a 8 °C.
Se establece que las soluciones de referencia para sustancias relacionadas de los
productos 1-3 y E-3 son preparaciones de un solo uso, debiendo descartarse al dia siguiente de
la preparacion.

A continuacion, se muestran las conclusiones obtenidas para cada objetivo especifico

planteado segun el objetivo general de la investigacion:
Disefiar una matriz de seleccion para la escogencia de la muestra de estudio.

La matriz de seleccion identifica los productos cuya determinacion del periodo de
vigencia minimiza los riesgos asociados al uso en la prueba de sustancias relacionadas de una

solucién almacenada.

Una matriz de seleccidn es una herramienta Gtil para categorizar y calificar a un conjunto
de elementos de acuerdo con las caracteristicas de relevancia para una empresa, facilitando la

seleccion de una muestra con gran valor para la investigacion que se desea iniciar.
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La informacion que proporciona una matriz de seleccion resulta facil de graficar a través

de herramientas estadisticas como el Diagrama de Paretto lo que facilita su interpretacion.

La verificacion del periodo de vigencia debe priorizarse también para las soluciones de
referencia para sustancias relacionadas de los productos D-1, D-2 y S-6, de acuerdo a lo hallado

con la matriz de seleccion y la regla 80-20% del Diagrama de Paretto.

Elaborar el protocolo de verificacion del periodo de vigencia de soluciones de
referencia para sustancias relacionadas preparadas en el laboratorio de Control de
Calidad de Calox, Costa Rica.

El Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Solucion de Referencia
para Sustancias Relacionadas establece los principales lineamientos para la ejecucion de un

estudio de estabilidad en una solucion de referencia.

Los protocolos de preparacion de las soluciones de referencia que se sometieron a
estudio generan soluciones con compatibilidad entre los reactivos, materiales y equipos
utilizados, esto por estar basados en las monografias oficiales de farmacopeas de referencia.

El estudio de estabilidad de una solucion de referencia se debe realizar en condiciones
de almacenamiento farmacopeicas, ya que le da mayor respaldo al estudio si se realiza basado

en lineamientos de una farmacopea de referencia.

Ejecutar el protocolo de verificacion del periodo de vigencia en la muestra

seleccionada durante un periodo de seis meses.

En ninguno de los casos se pudo ejecutar el protocolo de verificacion del periodo de
vigencia durante el plazo estipulado de seis meses debido a que las soluciones se mostraron

inestables antes del tiempo previsto.

El uso de una solucion de referencia para sustancias relacionadas almacenada por un
tiempo mayor a su periodo de validez puede provocar falsos positivos o falsos negativos en la

cuantificacion de las sustancias.

El calculo que relaciona la concentracion inicial de una solucion con sus areas iniciales
y finales permite apreciar el comportamiento de la solucion de referencia a lo largo del tiempo

de almacenamiento.
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La verificacion de los parametros de aptitud del sistema permite garantizar que el equipo
esta calificado para lograr el desempefio requerido, dandole confiabilidad a los datos obtenidos.

Proponer un plan de contingencia y la documentacion necesaria para asegurar la calidad

de las soluciones de estandares preparadas.

Las medidas descritas en el plan de contingencia buscan asegurar que, ante cualquier
incidente ocurrido durante el almacenamiento de las soluciones, éstas conserven sus
propiedades y sigan siendo aptas para el uso como patron de referencia en las pruebas de

Control de Calidad de los medicamentos.

El protocolo general de verificacion del periodo de vigencia, los protocolos de
preparacion de las soluciones de referencia y los informes de calidad para el reporte de
resultados corresponden parte de la documentacion necesaria para asegurar la calidad de las

soluciones de estandares preparadas.

Recomendaciones

Basandose en los resultados obtenidos y en las conclusiones extraidas de la

investigacion, pueden derivarse las siguientes recomendaciones:

Implementar el Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Solucién de

Referencia para Sustancias Relacionadas con los productos restantes.

Realizar la determinacién del periodo de vigencia de las Soluciones de Referencia para
sustancias Relacionadas por campafia de produccion, de manera que se pueda aprovechar el

sistema cromatogréafico y los recursos.

Coordinar con el Departamento de Produccién para que se reorganice la planificacion
de la produccion por campafias més largas de un mismo producto farmacéutico, con la finalidad

de darle un maximo aprovechamiento a las soluciones de referencia.

Aprovechar la campafia de produccion de -3 y E-3 para evaluar la estabilidad de las
soluciones de referencia con una mayor periodicidad durante los primeros 7 dias de

almacenamiento.
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Evaluar la posibilidad de establecer el periodo de vigencia de otras soluciones
preparadas con estandares de referencia, considerando la cantidad de lotes que se fabrican al
afio, el consumo anual de estandares, el costo anual de la compra y la factibilidad de realizar

los estudios de estabilidad.

Realizar un estudio de factibilidad econdmica, con el propdsito de sustentar alternativas
para la ejecucion de los protocolos de vigencia ya sea internamente o por contratacion, segln

sea el caso:

e Destinar el uso de un Cromatografo Liquido de Alta Resolucion exclusivamente
para realizar los estudios de estabilidad de soluciones de referencia,
considerando, de ser necesario, la solicitud de una plaza para un analista que se
dedique a esta actividad.

e Realizar la contratacidn de un servicio externo para la verificacion del periodo
de vigencia de las soluciones de referencia preparadas, en caso de no poder

realizarse en el laboratorio.

Solicitar la compra de una balanza microanalitica con el proposito de que los estandares
de referencia rindan para mas preparaciones, procurando que haya un area con las condiciones

apropiadas para la colocacion de dicho instrumento.

Incorporar en el procedimiento de preparacion de estandares las medidas establecidas

en el plan de contingencia, capacitando al personal para que acate dichas instrucciones.

Llevar el control de la preparacion y la expira de las soluciones de referencia mediante

una bitacora o registro electrénico.

Agregar a los métodos analiticos de las soluciones de referencia evaluadas una resefia
que indique: “La solucion preparada segiin la monografia oficial es estable si se almacena a una

temperatura de () °C y durante un tiempo de () dias.

En el desarrollo de nuevos métodos analiticos incorporar la fecha de vigencia de las

soluciones de referencia, asi como las condiciones apropiadas de almacenamiento.

Establecer que el almacenamiento de las soluciones de referencia se realice hasta el

periodo de validez determinado mediante el protocolo respectivo.
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De este procedimiento se tomd Unicamente lo relacionado a la elaboracion de una matriz

resumida en la figura No.1.

APENDICES

cualitativo y matriz de seleccion

Apéndice A. Procedimiento Estandar Operativo: Andlisis de riesgo cuantitativo,

de seleccion. Los pasos que se siguieron para el disefio de la matriz se proporcionan a manera

Figura 1. Procedimiento para la elaboracion de una matriz de seleccion.

Establecer el objeto de
estudio.

Establecer las
caracteristicas del
objeto de estudio.

. J

(Establecer una forma de )
calificar, dividiendo las
caracteristicas en
subcategorias y asignar
L un puntaje. )

( )\

Establecer un peso o
ponderacion.

Multiplicar por el peso.

Sumar puntaje.

Asignar un puntaje.

Realizar la selecion
segun criterio.

Completar tabla con las
clasificaciones.

Iniciar la clasificacion.

G

J

Fuente: Calox, Costa Rica. (2016)
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Apeéndice B. Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Solucion de
Referencia para Sustancias Relacionadas

1. OBJETIVO:

1.1 Establecer un procedimiento para realizar el estudio de estabilidad a las soluciones de
referencia para sustancias relacionadas que se prepararan en el Laboratorio de Control de
Calidad de Calox de Costa Rica, con la finalidad de establecer su periodo de vigencia de acuerdo

a las Buenas Practicas de Manufactura vigentes.

2. ALCANCE:

2.1 Aplica para todas las soluciones gque se preparen con los estandares de referencia empleados
en la prueba de sustancias relacionadas, como parte del Control de Calidad de productos
terminados de Calox de Costa Rica.

3. RESPONSABLES:

3.1 De ejecutar la verificacion del periodo de vigencia de las soluciones de referencia para
sustancias relacionadas que se preparen en el laboratorio de Control de Calidad de Calox de
Costa Rica conforme a lo descrito en este protocolo: Analistas de Control de Calidad.

3.2 De proporcionar los recursos necesarios y entrenar al personal asignado para ejecutar el
estudio de estabilidad; ademas de velar por el cumplimiento de lo indicado en el protocolo:
Coordinador de Control de Calidad.

4. FRECUENCIA:
4.1 De establecer la fecha de vigencia: Cada vez que se prepare y almacene una nueva solucion
de referencia para sustancias relacionadas.
4.2 De actualizar la fecha de vigencia en el archivo de Excel Estatus Vigencia de Soluciones de

Referencia: cada vez que se prepare una solucion de referencia para sustancias relacionadas.

5. EQUIPOS Y MATERIALES:
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5.1 Estandar de referencia de la sustancia relacionada.
5.2 Método de analisis del producto terminado al cual corresponde la sustancia relacionada. 5.3

Archivo en Excel de Estatus de Vigencia de Soluciones de Referencia.

6. PROCEDIMIENTO:

6.1 Condiciones de almacenamiento para realizar el estudio de estabilidad:
6.1.1 Las soluciones de referencia para sustancias relacionadas que se preparen en el
Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica deben ser almacenadas en
recipientes de vidrio, debidamente tapadas y rotuladas para todos los casos.
6.1.2 La cantidad de solucion de referencia a preparar debe ser una cantidad suficiente para
realizar las pruebas durante las frecuencias previstas y hasta un tiempo de 6 meses.
6.1.3 Se debera envasar la cantidad suficiente para almacenar en tres diferentes
condiciones: -10 a -20°C + 0.5 °C (rango de temperatura del congelador), +2 a +8°C £ 0.5
°C (rango de temperatura del refrigerador) y < 25°C (temperatura ambiente del area de
preparacion de muestras).
6.1.4 Para efecto de identificacion de las condiciones en las muestras se asignara una letra
A para < 25°C en condiciones de luz, B para < 25°C en condiciones de oscuridad, C para -
10a-20° Cy D para +2 a +8°C.

6.2 Frecuencia de analisis de las soluciones de referencia almacenadas:
6.2.1 Las soluciones de referencia preparadas y almacenadas se analizaran con las
siguientes frecuencias: Inicial (dia 0), 7,14, 28,42, 56,70, 84, 98,112, 126, 150,165 y 180
dias.
6.2.2 En caso de no poder ejecutarse alguno de los andlisis en la fecha prevista se puede
realizar con una diferencia de 3 dias, de manera que corresponda a una fecha intermedia
con respecto al siguiente analisis.
6.2.3 Se debera evaluar la estabilidad de la solucion de referencia en tantas frecuencias
como sus propiedades fisicoquimicas lo permitan, de acuerdo al grado de cumplimiento de
los criterios de aceptacion establecidos.
6.2.4 La fecha de vigencia de las soluciones de referencia se debe incluir en el archivo

Estatus de Vigencia de Soluciones de Referencia; el cual se puede ubicar de la siguiente
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manera: Mis sitios de red/ Red en Nas/ Carpeta Status/ Estatus de Vigencia de Soluciones

de Referencia.

6.3 Método de analisis
6.3.1 Para la ejecucion del estudio se utilizard el método de analisis del producto terminado
al cual corresponde la solucion de referencia.
6.3.2 Este método debe incluir paso a paso como realizar la prueba de sustancias
relacionadas, el cual debe estar conforme al método oficial descrito en alguna de las
farmacopeas de referencia.
6.3.3 Las modificaciones en la composicién de la fase mévil o en algunas de las
condiciones cromatograficas se debe establecer en el analisis inicial de acuerdo a las
necesidades de cumplimiento de la aptitud del sistema, siempre que se cumpla con los
requisitos establecidos en el apéndice <621> de Cromatografia de la Farmacopea de los
Estados Unidos 39-Formulario Nacional 34. No se permiten modificaciones adicionales en
el sistema cromatografico una vez cumplido el andlisis inicial.
6.3.4 Una vez concluido el analisis se debe generar e imprimir un reporte, por nombre, del

producto al cual pertenece la solucién de referencia seguido de la frecuencia de analisis.

6.4 Preparacion de la muestra
6.4.1 Se debe preparar una solucion madre con el estandar de referencia de la sustancia
relacionada segun lo descrito en el método de analisis del producto terminado.
6.4.2 Con esta solucion madre se deben preparar 40 alicuotas a la concentracion que se
requiera para la prueba de sustancias relacionadas.
6.4.3 Se debe envasar un volumen adecuado en los recipientes apropiados, etiquetarlos y
almacenarlos en las condiciones establecidas en este protocolo. Almacenando 10 alicuotas

en cada una de las condiciones establecidas en el punto 6.1.3.

6.5 Parametros a evaluar durante el estudio de estabilidad:
6.5.1 Durante el estudio se evaluara el grado de concordancia del o los picos de la solucién
de referencia con el cromatograma obtenido en analisis inicial.
6.5.2 En todos los casos el cromatograma debe revelar pureza para cada uno de los picos
que provengan de algun componente de la solucidn de referencia, escogiendo la inyeccion

namero 6 para efecto de la generacion del reporte.
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6.5.3 Para determinar la conformidad de los resultados se debe calcular la relacion entre la
concentracion de partida de la solucion de referencia con la respuesta del equipo (area), la
cual debe estar entre 0,95 — 1.05 y se calcula con la siguiente formula.

concentracion inicial concentracion inicial

promedio area inicial’ promedio area obtenida
6.5.4 Cuando la solucion de referencia no cumpla con las especificaciones establecidas se

da por concluido el estudio de estabilidad.

6.6 Verificacion del analisis:
6.6.1 Todo andlisis debe ser verificado a través del cumplimiento de pardmetros de aptitud
que se establecen para la prueba de sustancias relacionadas en el método oficial utilizado.
6.6.2 Como parametro de aptitud se considera la resolucion entre los picos, la desviacién
estandar para inyecciones replicadas, el factor de asimetria, el limite de cuantificacion y/o
la relacion sefial-ruido, los cuales estan establecidos en el método oficial de la farmacopea

de referencia utilizada.

6.7 Resultados y reporte del estudio de estabilidad:

6.7.1 Los resultados que se generan para cada producto y por frecuencia de andlisis debe
guardarse en formato digital en la direccion C:/LabSolutions/Data/EstabilidadSR/” Nombre
del principio activo con forma farmacéutica” /” Fecha de analisis”

6.7.2 Una impresion del reporte debe almacenarse en el archivo correspondiente.

6.7.3 El formato del reporte se establecera en el andlisis inicial y en las siguientes
frecuencias de analisis no debe ser modificado. EI reporte ademas de incluir las
inyecciones debe llevar los parametros de aptitud del sistema y la pureza para la inyeccion

numero 6, en caso de ser necesario se pueden generar dos reportes.

6.8 Registro del Estudio de Estabilidad:
6.8.1 Cuando se inicie una verificacion del periodo de vigencia para una nueva solucion de
referencia se debe generar un informe el cual se ira actualizado con la informacion
necesaria hasta culminar el estudio.
6.8.2 Tras el uso del Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiencia se debe llenar la bitacora de
uso del equipo, asi como la hoja de uso de la columna cromatogréafica.
6.8.3 Se debe llevar el control manual o computarizado de las condiciones de

almacenamiento establecidas.
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6.9 Cronograma del estudio de estabilidad
6.9.1 Antes de iniciar el estudio de estabilidad de alguna solucién de referencia para
sustancias relacionadas se debe crear un cronograma segun el dia que se empezara el
estudio y las siguientes fechas de andlisis segun las frecuencias establecidas en este
protocolo.
6.9.2 Este cronograma debe respetarse en la medida que sea posible, se permite una
variacion de la frecuencia de analisis de £3 dias, de manera que corresponda a una fecha

intermedia con respecto al siguiente anélisis.

7. DOCUMENTOS RELACIONADOS: N/A

8. ANEXOS: N/A
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Apendice C. Protocolo de Preparacion de Soluciones de Referencia de Sustancias
Relacionadas del producto A-3 para la Verificacion del Periodo de Vigencia

1. OBJETIVO:
1.1 Establecer un procedimiento para la preparacion de las soluciones de referencia para
sustancias relacionadas de A-3 empleadas en la verificacion del periodo de vigencia, de acuerdo
a las Buenas Practicas de Manufactura vigentes.

2. ALCANCE:
2.1 Aplica para todas las soluciones que se preparen con los estandares de referencia empleados
en la prueba de sustancias relacionadas de A-3, como parte del Control de Calidad de productos

terminados de Calox de Costa Rica.

3. RESPONSABLES:
3.1 De ejecutar la preparacion de las soluciones de referencia para sustancias relacionadas de
A-3 en el laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica conforme a lo descrito en
este protocolo: Analistas de Control de Calidad.
3.2 De proporcionar los recursos necesarios y entrenar al personal asignado para ejecutar el
protocolo; ademas de velar por el cumplimiento: Coordinador de Control de Calidad.

4. FRECUENCIA:
4.1 Las soluciones de referencia se deben preparar cada vez que se desee evaluar su periodo de
vigencia ya sea por cambios en las condiciones del protocolo o debido a la integracion de nuevas

soluciones de referencia.

5. EQUIPOS Y MATERIALES:
5.1 Estandar(es) de referencia de la(s) sustancia(s) relacionada(s).
5.2 Balanza analitica.
5.3 Bomba de vacio.
5.4 Cristaleria: 2 balones aforados de 50 mL, 40 balones de 20 mL.
5.5 Reactivos: trietilamina, metanol, acetonitrilo y agua purificada.
5.6 Micropipeta.
5.7 Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia Shimadzu LC-2030C
5.8 Columna C18 No. 76 Zorbax Eclipse Plus 4,6 mm x 250 mm, 5,0 um
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6. PROCEDIMIENTO:

6.1 Preparacion de solventes:
6.1.1 Solucién amortiguadora: Agregue 7.0 mL de trietilamina a un recipiente que contenga
900 mL de agua purificada. Ajuste la solucién con acido fosférico a un pH de 3.0 £ 0.1.
Diluya a volumen con agua purificada y mezcle bien.
6.1.2 Fase movil: En un recipiente de capacidad adecuada prepare una mezcla de metanol,
acetonitrilo y solucién amortiguadora (35:15:50). Desgasifique y filtre por filtro de
membrana de 0.45 um. Prepare 1L para la preparacion de muestras y un 1 L para la corrida.

6.2 Preparacion de la solucion de referencia:
6.2.1 Solucion madre del estandar de A-3: Pese con exactitud alrededor de 137.5 mg de
estandar de referencia A-3 en un baldn aforado de 50 mL, agregue 25 ml de fase movil,
someta a ultrasonido durante 10 min, deje enfriar a temperatura ambiente, diluya a volumen
con fase movil y mezcle. (Concentracion de 2.75 mg/ml de A-3)
6.2.2 Solucion madre del estdndar de compuesto relacionado A de A-3: Pese con exactitud
alrededor de 12.5 mg de Compuesto Relacionado A en un balon aforado de 50 mL, agregue
25 ml de fase movil, someta a ultrasonido durante 10 min, deje enfriar a temperatura
ambiente, diluya a volumen con fase movil y mezcle. (Concentracion de 0.25 mg/ml de
Compuesto Relacionado A)
6.2.3 Solucidn estandar: Transfiera una alicuota de 200 pl de la solucién madre del estandar
de A-3 y otra de 200 ul de la solucion madre del estandar de compuesto relacionado A a
un balén aforado de 20 ml, lleve a volumen con fase movil y mezcle. Repita este paso para
un total de 40 alicuotas. Filtre por filtro de membrana de 0.45 um cada bal6n a viales (usar
viales &mbar para el caso de proteccién de la luz o envuelva en papel aluminio al
almacenar). (Concentracion de 0.0275 mg/ml de A-3 y 0.0025 mg/ml de Compuesto
Relacionado A)
6.2.4 Almacene 10 viales bajo las siguientes condiciones: -10a-20°C +0.5°C,2a8°C
0.5 °Cy <25°C + 0.5 °C (luz y oscuras). Para efecto de identificacion de las condiciones
en las muestras se asignara una letra A para <25°C en condiciones de luz, B para <25°C en
oscuridad, C para-10a-20° Cy D para2a8°C.

6.3 Condiciones del sistema cromatografico:
6.3.1 Inyecte 50 pl de cada vial con la solucion estandar preparada al sistema
cromatogréafico operando bajo las siguientes condiciones: columna C18 de 3,9 mm x 150
mm de 5,0 um (se puede sustituir por la columna C18 de 4,6 mm x 250 mm, 5,0 um

haciendo la modificacion correspondiente en el flujo), temperatura de la columna de 35
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°C, velocidad de flujo de 1 mL/min (2.3 ml/min al utilizar la columna larga) y a una
longitud de onda de 237 nm.

6.4 Aptitud del sistema
6.4.1 EvalUe si la resolucion entre el Compuesto Relacionado A y el A-3 cumple con el
siguiente criterio: No menos de 8.5 entre los picos sefialados.
6.4.2 EvalUe si la desviacion estandar relativa de cinco inyecciones consecutivas cumple
con el criterio: No més de 2.0%.
6.4.3 EvalUe si el factor de asimetria cumple con el siguiente criterio: No més de 2.0 para
ambos picos.
6.4.4 EvalUe que el indice de pureza de pico sea igual o mayor a 0.
6.4.5 Se realiza una corrida inicial y durante el estudio se evalua el grado de concordancia
de los picos de la solucidn de referencia con el cromatograma obtenido en analisis inicial.
6.4.6 Determine la conformidad de los resultados calculando la relacion entre la
concentracion de partida de la solucion de referencia con la respuesta del equipo (érea), la
cual debe estar entre 0,95 — 1.05 y se calcula con la siguiente formula.

concentracion inicial concentracion inicial

promedio area inicial’ promedio area obtenida
6.4.7 Cuando la solucion de referencia no cumpla con las especificaciones establecidas se
da por concluido el estudio de estabilidad.
6.5 Resultados y reporte del estudio de estabilidad:
6.5.1 Los resultados generados se deben guardar en la direccion C:
/LabSolutions’/Data/EstabilidadSR/A-3 Tabletas/” Fecha de analisis”
6.5.2 Una impresion del reporte debe almacenarse en el archivo correspondiente.
6.5.3 Los datos se deben ingresar al Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para

Sustancias Relacionadas correspondiente.

7. DOCUMENTOS RELACIONADOS:
7.1 Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Solucién de Referencia para
Sustancias Relacionadas.

7.2 Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para Sustancias Relacionadas

8. ANEXOS: N/A
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Apeéndice D. Protocolo de Preparacion de Soluciones de Referencia de Sustancias
Relacionadas del producto L-1 para la Verificacion del Periodo de Vigencia

1. OBJETIVO:
1.1 Establecer un procedimiento para la preparacion de las soluciones de referencia para
sustancias relacionadas de L-1 empleadas en la verificacion del periodo de vigencia, de acuerdo
a las Buenas Practicas de Manufactura vigentes.

2. ALCANCE:
2.1 Aplica para todas las soluciones que se preparen con los estandares de referencia empleados
en la prueba de sustancias relacionadas de L-1, como parte del Control de Calidad de productos

terminados de Calox de Costa Rica.

3. RESPONSABLES:
3.1 De ejecutar la preparacion de las soluciones de referencia para sustancias relacionadas de
L-1 en el laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica conforme a lo descrito en
este protocolo: Analistas de Control de Calidad.
3.2 De proporcionar los recursos necesarios y entrenar al personal asignado para ejecutar el
protocolo; ademas de velar por el cumplimiento: Coordinador de Control de Calidad.

4. FRECUENCIA:
4.1 Las soluciones de referencia se deben preparar cada vez que se desee evaluar su periodo de
vigencia ya sea por cambios en las condiciones del protocolo o debido a la integracion de nuevas

soluciones de referencia.

5. EQUIPOS Y MATERIALES:
5.1 Estandar(es) de referencia de la(s) sustancia(s) relacionada(s).
5.2 Balanza analitica.
5.3 Bomba de vacio.
5.4 Cristaleria: balon aforado de 100 mL, balén aforado de 50 mL, 40 balones de 20 mL.
5.5 Reactivos: sulfato caprico, L-isoleucina, acetato de amonio, metanol, acetonitrilo y agua
purificada.
5.6 Micropipeta.
5.7 Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia Shimadzu LC-2030C
5.8 Columna C18 No. 47 Symmetry 4,6 mm x 250 mm, 5,0 um
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6. PROCEDIMIENTO:

6.1 Preparacion de solventes:
6.1.1 Diluyente: En un recipiente con capacidad adecuada prepare una mezcla de
acetonitrilo y agua purificada (20:80)
6.1.2 Fase movil: En un recipiente de capacidad adecuada pese alrededor de 874 mg de
sulfato cuprico, 918 mg de L —isoleucina y 5.94 g de acetato de amonio. Agregue 700 ml
de agua purificada y mezcle hasta disolver. Una vez disuelto agregue 300 ml de metanol y
mezcle con ayuda de un agitador magnético. Prepare 1L para la preparacion de muestras y
un 1 L para la corrida. Desgasifique y filtre por un filtro de membrana de 0.45 pm.

6.2 Preparacion de la solucién de referencia
6.2.1 Solucién madre del estandar de L-1: Pese con exactitud el equivalente a 250 mg de
estandar de referencia de L-1 en un balén aforado de 50 mL, agregue 30 ml de diluyente,
someta a ultrasonido durante 15 min, deje enfriar a temperatura ambiente, diluya a volumen
con diluyente y mezcle. (Concentracion de 5 mg/ml de L-1)
6.2.2 Solucion madre del estdndar de compuesto relacionado A: Pese con exactitud
alrededor de 10 mg de Compuesto Relacionado A de L-1 estandar de referencia en un balon
aforado de 100 mL, agregue 5 ml de fase mdvil, someta a ultrasonido durante 5 min,
agregue 60 ml de fase mdvil, someta a ultrasonido durante 15 min, deje enfriar a
temperatura ambiente, diluya a volumen con fase mévil y mezcle. (Concentracién de 0.1
mg/ml de Compuesto Relacionado A)
6.2.3 Solucién estandar: Transfiera una alicuota de 800 I de la solucion madre del estandar
de L-1y otra de 200 pl de la solucion madre del estandar de compuesto relacionado A a un
baldn aforado de 20 ml, lleve a volumen con fase mévil y mezcle. Repita este paso para un
total de 40 alicuotas. Filtre por filtro de membrana de 0.45 um cada balén a viales (usar
viales &mbar para el caso de proteccion de la luz o envuelva en papel aluminio al
almacenar). (Concentracion de 0.2 mg/ml de L-1 y 0.001 mg/ml de Compuesto
Relacionado A)
6.2.4 Almacene 10 viales bajo las siguientes condiciones: -10 a-20°C£0.5°C,2a8°C £
0.5 °Cy <25°C + 0.5 °C (luz y oscuras). Para efecto de identificacion de las condiciones
en las muestras se asignara una letra A para <25°C en condiciones de luz, B para <25°C en
oscuridad, C para-10a-20°Cy D para 2 a 8°C.

6.3 Condiciones del sistema cromatografico
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6.3.1 Inyecte 25 pl de cada vial con la solucion estandar preparada al sistema
cromatografico operando bajo las siguientes condiciones: columna C18 de 4,6 mm x 250
mm de 5,0 um, temperatura de la columna de 45 °C, velocidad de flujo de 0.8 mL/miny
a una longitud de onda de 360 nm.

Aptitud del sistema

6.4.1 Evalue si el factor de asimetria cumple con el siguiente criterio: No mas de 1.8 para
los picos de L-1 y del Compuesto Relacionado A.

6.4.2 Evalle si la desviacion estandar relativa de cinco inyecciones consecutivas cumple
con el criterio: No mas de 2.0%.

6.4.3 Evalue que el indice de pureza de pico sea igual o mayor a 0.

6.4.4 Se realiza una corrida inicial y durante el estudio se evallua el grado de concordancia
de los picos de la solucidn de referencia con el cromatograma obtenido en analisis inicial.
6.4.5Determine la conformidad de los resultados calculando la relacion entre la
concentracion de partida de la solucion de referencia con la respuesta del equipo (érea), la
cual debe estar entre 0,95 — 1.05 y se calcula con la siguiente formula.

concentracion inicial concentracion inicial

promedio area inicial’ promedio area obtenida
6.4.6 Cuando la solucion de referencia no cumpla con las especificaciones establecidas se
da por concluido el estudio de estabilidad.
Resultados y reporte del estudio de estabilidad:
6.5.1 Los resultados generados se deben guardar en la direccion C:
/LabSolutions/Data/EstabilidadSR/L-1 Tabletas/” Fecha de analisis”
6.5.2 Una impresion del reporte debe almacenarse en el archivo correspondiente.
6.5.3 Los datos se deben ingresar al Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para

Sustancias Relacionadas correspondiente.

7. DOCUMENTOS RELACIONADOS:

Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Solucién de Referencia para

Sustancias Relacionadas.

7.2

Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para Sustancias Relacionadas

8. ANEXOS: N/A
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Apeéndice E. Protocolo de Preparacion de Soluciones de Referencia de Sustancias
Relacionadas del producto E-3 para la Verificacion del Periodo de Vigencia

1. OBJETIVO:
1.1 Establecer un procedimiento para la preparacion de las soluciones de referencia para
sustancias relacionadas de E-3 empleadas en la verificacion del periodo de vigencia, de acuerdo
a las Buenas Practicas de Manufactura vigentes.

2. ALCANCE:
2.1 Aplica para todas las soluciones que se preparen con los estandares de referencia empleados
en la prueba de sustancias relacionadas de E-3, como parte del Control de Calidad de productos

terminados de Calox de Costa Rica.

3. RESPONSABLES:
3.1 De ejecutar la preparacion de las soluciones de referencia para sustancias relacionadas de
E-3 en el laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica conforme a lo descrito en
este protocolo: Analistas de Control de Calidad.
3.2 De proporcionar los recursos necesarios y entrenar al personal asignado para ejecutar el
protocolo; ademas de velar por el cumplimiento: Coordinador de Control de Calidad.

4. FRECUENCIA:
4.1 Las soluciones de referencia se deben preparar cada vez que se desee evaluar su periodo de
vigencia ya sea por cambios en las condiciones del protocolo o debido a la integracion de nuevas

soluciones de referencia.

5. EQUIPOS Y MATERIALES:
5.1 Estandar(es) de referencia de la(s) sustancia(s) relacionada(s).
5.2 Balanza analitica.
5.3 Bomba de vacio.
5.4 Cristaleria: balon aforado de 100 mL, balén aforado de 50 mL, 40 balones de 10 mL.
5.5 Reactivos: acetato de sodio anhidro, metanol, acetonitrilo y agua purificada.
5.6 Micropipeta
5.7 Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia Shimadzu LC-2030C
5.8 Columna C18 No. 50 XBridge 4,6 mm x 150 mm, 3,5 um
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6. PROCEDIMIENTO:
6.1 Preparacion de solventes:
6.1.1 Hidrdxido de sodio 1 M: En un recipiente de capacidad adecuada pese alrededor de 4 g
de hidréxido de sodio, agregue agua purificada en una cantidad suficiente para preparar 100
mL y mezcle.
6.1.2 Solucion amortiguadora: En un recipiente de capacidad adecuada pese 1.5 g de acetato de
sodio anhidro, adicione 0.4 mL de acido acético glacial, agregue agua purificada cantidad
suficiente para preparar 1000 ml y mezcle. Ajuste con hidroxido de sodio 1M a un pH de 5.20.
6.1.3 Fase movil: En un recipiente de capacidad adecuada prepare una mezcla de metanol,
acetonitrilo y solucion amortiguadora (33:7:60). Desgasifique y filtre por filtro de membrana
de 0.45 um. Prepare 1L para la preparacion de muestras y un 1 L para la corrida.
6.2 Preparacion de la solucién de referencia
6.2.1 Solucion madre del estandar de E-3: Pese con exactitud alrededor de 31.9 mg de estandar
de referencia en un balén aforado de 50 mL, agregue 25 ml de fase mdévil, someta a ultrasonido
durante 10 min, deje enfriar a temperatura ambiente, diluya a volumen con fase mévil y mezcle.
(Concentracion de 0.624 mg/ml E-3)
6.2.2 Solucién madre del estandar de compuesto relacionado C: Pese con exactitud alrededor
de 10 mg de Compuesto Relacionado C de E-3 en un balén aforado de 100 mL, agregue 50 ml
de fase movil, someta a ultrasonido durante 15 min, deje enfriar a temperatura ambiente, diluya
a volumen con fase movil y mezcle. (Concentracion de 0.1 mg/ml de Compuesto Relacionado
C)
6.2.3 Solucion estandar: Transfiera una alicuota de 100 ul de la solucién madre del estandar de
E-3 y otra de 100 ul de la solucion madre del estdndar de compuesto relacionado C a un balon
aforado de 10 ml, lleve a volumen con fase movil y mezcle. Repita este paso para un total de
40 alicuotas. Filtre por filtro de membrana de 0.45 um cada balén a viales (usar viales ambar
para el caso de proteccion de la luz o envuelva en papel aluminio al almacenar). (Concentracion
de 6.24 pg/ml de E-3 y 1 pg/ml de Compuesto Relacionado C)
6.2.4 Almacene 10 viales bajo las siguientes condiciones: -10 a -20° C £ 0.5°C,2a8°C £ 0.5
°C y <25°C £ 0.5 °C (luz y oscuras). Para efecto de identificacion de las condiciones en las
muestras se asignara una letra A para <25°C en condiciones de luz, B para <25°C en oscuridad,
Cpara-10a-20°CyD para2a8°C.
6.3 Condiciones del sistema cromatografico
6.3.1 Inyecte 10 ul de cada vial con la solucién estandar preparada al sistema cromatogréafico

operando bajo las siguientes condiciones: columna C18 de 4,6 mm x 100 mm de 3,0 um (se
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puede sustituir por la columna C18 de 4.6 mm x 150 mm de 3.5 pm), temperatura de la columna
de 45 °C, velocidad de flujo de 1 mL/min y a una longitud de onda de 239 nm.

6.4 Aptitud del sistema

6.4.1 Evalde si laresolucion entre el E-3 y el Compuesto Relacionado C cumple con el siguiente
criterio: No menos de 3.0 entre los picos sefialados.

6.4.2 Evalue si la desviacion estandar relativa de cinco inyecciones consecutivas cumple con el
criterio: No mas de 2.0%

6.4.3 Evalue que el indice de pureza de pico sea mayor o igual a 0.

6.4.4 Se realiza una corrida inicial y durante el estudio se evalGa el grado de concordancia de
los picos de la solucidon de referencia con el cromatograma obtenido en andlisis inicial.

6.4.5 Determine la conformidad de los resultados calculando la relacién entre la concentracion
de partida de la solucidn de referencia con la respuesta del equipo (area), la cual debe estar entre
0,95 - 1.05 y se calcula con la siguiente formula.

concentracién inicial concentracion inicial

promedio area inicial’ promedio area obtenida
6.4.6 Cuando la solucién de referencia no cumpla con las especificaciones establecidas se da
por concluido el estudio de estabilidad.
6.5 Resultados y reporte del estudio de estabilidad:
6.5.1 Los resultados generados se deben guardar en la direccion C:
/LabSolutions/Data/EstabilidadSR/E-3 Tabletas/” Fecha de analisis”
6.5.2 Una impresion del reporte debe almacenarse en el archivo correspondiente.
6.5.3 Los datos se deben ingresar al Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para

Sustancias Relacionadas correspondiente.

7. DOCUMENTOS RELACIONADOS:
7.1 Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Solucion de Referencia para
Sustancias Relacionadas.
7.2 Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para Sustancias Relacionadas

8. ANEXOS: N/A
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Apeéndice F. Protocolo de Preparacion de Soluciones de Referencia de Sustancias
Relacionadas del producto 1-3 para la Verificacion del Periodo de Vigencia

1. OBJETIVO:
1.1 Establecer un procedimiento para la preparacion de las soluciones de referencia para
sustancias relacionadas de 1-3 empleadas en la verificacion del periodo de vigencia, de acuerdo

a las Buenas Practicas de Manufactura vigentes.

2. ALCANCE:
2.1 Aplica para todas las soluciones que se preparen con los estandares de referencia empleados
en la prueba de sustancias relacionadas de 1-3, como parte del Control de Calidad de productos

terminados de Calox de Costa Rica.

3. RESPONSABLES:
3.1 De ejecutar la preparacion de las soluciones de referencia para sustancias relacionadas de I-
3 en el laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica conforme a lo descrito en este
protocolo: Analistas de Control de Calidad.
3.2 De proporcionar los recursos necesarios y entrenar al personal asignado para ejecutar el

protocolo; ademas de velar por el cumplimiento: Coordinador de Control de Calidad.

4. FRECUENCIA:
4.1 Las soluciones de referencia se deben preparar cada vez que se desee evaluar su periodo de
vigencia ya sea por cambios en las condiciones del protocolo o debido a la integracidn de nuevas

soluciones de referencia.

5. EQUIPOS Y MATERIALES:
5.1 Estandar(es) de referencia de la(s) sustancia(s) relacionada(s)
5.2 Balanza analitica.
5.3 Bomba de vacio.
5.4 Cristaleria: 1 balon aforado de 100 mL, 40 balones de 25 mL
5.5 Reactivos: metanol, acetonitrilo y agua purificada
5.6 Micropipeta
5.7 Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia Shimadzu LC-2030C
5.8 Columna C18 No. 50 XBridge 4,6 mm x 150 mm, 3,5 um
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6. PROCEDIMIENTO:

6.1 Preparacion de solventes:
6.1.1 Fase movil: En un recipiente de capacidad adecuada prepare una mezcla de
acetonitrilo, metanol y agua (53:35:12). Desgasifique y filtre por filtro de membrana de
0.45 pm.
6.2 Preparacion de la solucién de referencia
6.2.1 Solucion estandar: Pese exactamente alrededor de 12 mg de impureza de 1-3 estandar
de referencia en un baldn aforado de 100 mL, diluya con 60 mL de metanol, sonifique por
10 min para disolver, deje enfriar a temperatura ambiente, afore con el mismo solvente y
mezcle. 6.2.2 De la solucion anterior transfiera una alicuota de 200 pL en un balon aforado
de 25 mL y afore con metanol. Repita este paso para un total de 40 alicuotas. Filtre por
filtro de membrana de 0.45 pum cada baldn a viales (usar viales &mbar para el caso de
proteccién de la luz o envuelva en papel aluminio al almacenar). (Concentracion de 0.96
pg/mL de impureza de 1-3)
6.2.3 Almacene 10 viales bajo las siguientes condiciones: -10 a-20° C £ 0.5 °C, +2 a +8°C
+0.5°Cy<25°C + 0.5 °C (luz y oscuras). Para efecto de identificacion de las condiciones
en las muestras se asignara una letra A para <25°C en condiciones de luz, B para <25°C en
oscuridad, C para-10a -20° Cy D para 2 a 8°C.

6.3 Condiciones del sistema cromatografico
6.3.1 Inyecte 10 pl de cada vial con la solucion estandar preparada al sistema
cromatografico operando bajo las siguientes condiciones: columna C18 de 4.6 mm x 250
mm de 5,0 um (se puede sustituir por la columna C18 de XBridge 4,6 mm x 150 mm, 3,5
pum haciendo la modificacion correspondiente en el flujo), temperatura de la columna de
30 °C, velocidad de flujo de 1.2 mL/min (1.0 ml/min al utilizar la columna mas corta) y a
una longitud de onda de 280 nm.

6.4 Aptitud del sistema
6.4.1 Evalle si la desviacion estandar relativa de cinco inyecciones consecutivas cumple
con el criterio: No més de 2.0%.
6.4.2 Evalue que el indice de pureza de pico sea igual o mayor a 0.
6.4.3 Se realiza una corrida inicial y durante el estudio se evalla el grado de concordancia

de los picos de la solucion de referencia con el cromatograma obtenido en andlisis inicial.
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6.4.4 Determine la conformidad de los resultados calculando la relaciéon entre la
concentracion de partida de la solucion de referencia con la respuesta del equipo (area), la
cual debe estar entre 0,95 — 1.05 y se calcula con la siguiente formula.

concentracion inicial concentracion inicial

promedio area inicial’ promedio area obtenida
6.4.5 Cuando la solucion de referencia no cumpla con las especificaciones establecidas se
da por concluido el estudio de estabilidad.
6.5 Resultados y reporte del estudio de estabilidad:
6.5.1 Los resultados generados se deben guardar en la direccion C:
/LabSolutions/Data/EstabilidadSR/I-3 Tabletas/” Fecha de analisis”
6.5.2 Una impresion del reporte debe almacenarse en el archivo correspondiente.
6.5.3 Los datos se deben ingresar al Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para

Sustancias Relacionadas correspondiente.

7. DOCUMENTOS RELACIONADOS:
7.1 Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Solucién de Referencia para
Sustancias Relacionadas.
7.2 Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para Sustancias Relacionadas

8. ANEXOS: N/A
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Apeéndice G. Protocolo de Preparacion de Soluciones de Referencia de Sustancias
Relacionadas del producto L-7 para la Verificacion del Periodo de Vigencia

1. OBJETIVO:
1.1 Establecer un procedimiento para la preparacion de las soluciones de referencia para
sustancias relacionadas de L-7 empleadas en la verificacion del periodo de vigencia, de acuerdo

a las Buenas Practicas de Manufactura vigentes.

2. ALCANCE:
2.1 Aplica para todas las soluciones que se preparen con los estandares de referencia empleados
en la prueba de sustancias relacionadas de L-7, como parte del Control de Calidad de productos

terminados de Calox de Costa Rica.

3. RESPONSABLES:
3.1 De ejecutar la preparacion de las soluciones de referencia para sustancias relacionadas de
L-7 en el laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica conforme a lo descrito en
este protocolo: Analistas de Control de Calidad.
3.2 De proporcionar los recursos necesarios y entrenar al personal asignado para ejecutar el

protocolo; ademas de velar por el cumplimiento: Coordinador de Control de Calidad.

4. FRECUENCIA:
4.1 Las soluciones de referencia se deben preparar cada vez que se desee evaluar su periodo de
vigencia ya sea por cambios en las condiciones del protocolo o debido a la integracidn de nuevas

soluciones de referencia.

5. EQUIPOS Y MATERIALES:
5.1 Estandar(es) de referencia de la(s) sustancia(s) relacionada(s).
5.2 Balanza analitica.
5.3 Bomba de vacio.
5.4 Cristaleria: 1 balon aforado de 100mL, 1 balon aforado de 25 mL, 2 balones aforados de 50
mL, 40 balones de 100 mL.
5.5 Reactivos: Fosfato monobasico de potasio, fosfato dibasico de sodio, fosfato monobasico
de sodio, &cido fosforico, acetonitrilo y agua purificada.
5.6 Micropipeta.
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5.7 Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia Shimadzu LC-2030C
5.8 Columna C8 No. 44 Symmetry 4,6 mm x 250 mm, 5 pm

6. PROCEDIMIENTO:

6.1 Preparacion de solventes:
6.1.1 Solucion amortiguadora A: En un recipiente de capacidad adecuada pese 2.76 g de
fosfato monobasico de sodio y lleve a volumen hasta un litro de agua purificada. Ajuste el
pH a 2,4 con acido fosforico.
6.1.2 Solucion amortiguadora B: En un recipiente de capacidad adecuada pese
aproximadamente 1.25 g de fosfato monobasico de potasio y 1,5 gramos de fosfato dibasico
de sodio, lleve a volumen hasta un litro de agua purificada. El pH resultante de la solucion
debe estar entre 7.0y 7.5.
6.1.3 Solucion A: Prepare una mezcla de acetonitrilo y solucion amortiguadora B (7:93)
Solucion B: Utilice Acetonitrilo.
6.1.4 Diluyente: Prepare una mezcla de acetonitrilo y solucién amortiguadora A (3:2)

6.1.5 Fase movil: Utilice el gradiente sefialado en la tabla 1. Filtre y Desgasifique.

Tabla. 1 Gradiente

Tiempo (min) | Solucién A (%) | Solucion B (%)
0 100 0
12 92 8
28 38 62
30 100 0
35 100 0

6.2 Preparacion de la solucion de referencia
6.2.1 Solucion madre del estandar de L-7 (a): Pese con exactitud alrededor de 25 mg de L-
7 estandar de referencia en un balén aforado de 25 mL, agregue 17.5 ml de agua purificada,
someta a ultrasonido durante 15 min, deje enfriar a temperatura ambiente, diluya a volumen
con acetonitrilo y mezcle. (Concentracion de 1.0 mg/ml de L-7 (A))
6.2.2 Solucion madre del estandar de L-7 (b): Pese con exactitud alrededor de 25 mg de

Hidroclorotiazida estandar de referencia en un balén aforado de 50 mL, agregue 15 ml de
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acetonitrilo, someta a ultrasonido durante 15 min, deje enfriar a temperatura ambiente,
diluya a volumen con solucion amortiguadora A y mezcle. (Concentracién de 0.5 mg/ml
de L-7 (B))

6.2.3 Solucion estandar madre combinada: Transfiera una alicuota de 20 mL de la solucion
madre del estandar de L-7 (A) y una alicuota de 10 mL de la solucién madre del estandar
de L-7 (B) a un balén aforado de 50 mL, agregue 3 mL de acetonitrilo y lleve a volumen
con solucion amortiguadora A. (Concentracion de 0.4 mg/ml de L-7 (A) y 0.1 mg/ml de L-
7(B))

6.2.4 Solucion estdndar de Compuesto Relacionado A de Benzotiadiazina: Pese con
exactitud alrededor de 10 mg de Compuesto Relacionado A de Benzotiadiazina en un balén
aforado de 100 mL, agregue 50 ml de diluyente, someta a ultrasonido durante 10 min, deje
enfriar a temperatura ambiente, diluya a volumen con solucion amortiguadora A y mezcle.
(Concentracion de 0.1mg/ml de Compuesto Relacionado A de Benzotiadiazina)

6.2.5 Solucion estandar diluida: Transfiera una alicuota de 1 mL de la solucion estandar
madre combinada y otra de 1 mL de la solucién estandar de Compuesto Relacionado A de
L-7 a un balon aforado de 100 ml, diluya con 30 mL de acetonitrilo, lleve a volumen con
solucién amortiguadora A y mezcle. Repita este paso para un total de 40 alicuotas. Filtre
por filtro de membrana de 0.45 pm cada baldn a viales (usar viales ambar para el caso de
proteccion de la luz o envuelva en papel aluminio al almacenar). (Concentracion de 4 pug/ml
de L-7 (A), 1 pg/ml de L-7 (B) y 1 pg/ml de Compuesto Relacionado A de Benzotiadiazina)
6.2.6 Almacene 10 viales bajo las siguientes condiciones: -10 a-20° C £ 0.5 °C, +2 a +8°C
+0.5°Cy<25°C + 0.5 °C (luz y oscuras). Para efecto de identificacion de las condiciones
en las muestras se asignara una letra A para <25°C en condiciones de luz, B para <25°C en
oscuridad, C para-10a-20° Cy D para 2 a 8°C.

6.2.7 Solucién Limite de cuantificacion: Pipetee y transfiera 5,0 mL de la solucion estandar
diluida a un balén aforado de 50 mL. Agregue 15 mL de acetonitrilo, diluya a volumen con

solucion amortiguadora A 'y mezcle.

6.3 Condiciones del sistema cromatografico
6.3.1 Inyecte 20 pl de cada vial con la solucion estandar preparada al sistema
cromatografico operando bajo las siguientes condiciones: columna C8 de 3,9 mm x 150
mm de 5,0 um (se puede sustituir por la columna C8 de 4,6 mm x 250 mm, 5,0 um
haciendo la modificacion correspondiente en el flujo), temperatura de la columna de 35
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°C, velocidad de flujo de 1 mL/min (2.3 ml/min al utilizar la columna larga) y a una
longitud de onda de 280 nm.

6.4 Aptitud del sistema
6.4.1 EvalUe si la desviacion estandar relativa de cinco inyecciones consecutivas cumple
con el criterio: No més de 2.0%
6.4.2 EvalGe si la relacion sefial- ruido es no menor a 10 para cada componente de la
inyeccion.
6.4.3 Evalue que el indice de pureza de pico sea igual o mayor a 0.
6.4.4 Se realiza una corrida inicial y durante el estudio se evalta el grado de concordancia
de los picos de la solucidn de referencia con el cromatograma obtenido en analisis inicial.
6.4.5 Determine la conformidad de los resultados calculando la relacion entre la
concentracion de partida de la solucion de referencia con la respuesta del equipo (érea), la
cual debe estar entre 0,95 — 1.05 y se calcula con la siguiente formula.

concentracion inicial concentracion inicial

promedio area inicial’ promedio area obtenida
6.4.6 Cuando la solucion de referencia no cumpla con las especificaciones establecidas se
da por concluido el estudio de estabilidad.

6.5 Resultados y reporte del estudio de estabilidad:
6.5.1 Los resultados generados se deben guardar en la direccion C:
/LabSolutions’/Data/EstabilidadSR/L-7 Tabletas/” Fecha de analisis”
6.5.2 Una impresion del reporte debe almacenarse en el archivo correspondiente.
6.5.3 Los datos se deben ingresar al Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para

Sustancias Relacionadas correspondiente.

7. DOCUMENTOS RELACIONADOS:
7.1 Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Soluciéon de Referencia para
Sustancias Relacionadas.

7.2 Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para Sustancias Relacionadas

8. ANEXOS: N/A
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Apéndice H. Protocolo de Preparacion de Soluciones de Referencia de Sustancias
Relacionadas del producto G-2 para la Verificacion del Periodo de Vigencia.

1. OBJETIVO:
1.1 Establecer un procedimiento para la preparacion de las soluciones de referencia para
sustancias relacionadas de G-2 empleadas en la verificacion del periodo de vigencia, de acuerdo

a las Buenas Practicas de Manufactura vigentes.

2. ALCANCE:
2.1 Aplica para todas las soluciones que se preparen con los estandares de referencia empleados
en la prueba de sustancias relacionadas de G-2, como parte del Control de Calidad de productos

terminados de Calox de Costa Rica.

3. RESPONSABLES:
3.1 De ejecutar la preparacion de las soluciones de referencia para sustancias relacionadas de
G-2 en el laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica conforme a lo descrito en
este protocolo: Analistas de Control de Calidad.
3.2 De proporcionar los recursos necesarios y entrenar al personal asignado para ejecutar el

protocolo; ademas de velar por el cumplimiento: Coordinador de Control de Calidad.

4. FRECUENCIA:
4.1 Las soluciones de referencia se deben preparar cada vez que se desee evaluar su periodo de
vigencia ya sea por cambios en las condiciones del protocolo o debido a la integracidn de nuevas

soluciones de referencia.

5. EQUIPOS Y MATERIALES:
5.1 Estandar(es) de referencia de la(s) sustancia(s) relacionada(s).
5.2 Balanza analitica.
5.3 Bomba de vacio.
5.4 Cristaleria: 1 balon aforado de 50 mL, 40 balones de 100 mL.
5.5 Reactivos: trietilamina, acido trifluoroacético, acetonitrilo y agua purificada.
5.6 Micropipeta.
5.7 Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia Shimadzu LC-2030C
5.8 Columna C8 No. 44 Symmetry 4,6 mm x 250 mm, 5 um
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6. PROCEDIMIENTO:

6.1 Preparacion de solventes:
6.1.1 Solvente A: En un recipiente de capacidad adecuada prepare una mezcla de
acetonitrilo y agua purificada (45:55). Prepare 4L para la preparacion de las muestras.
6.1.2 Fase movil: En un recipiente de capacidad adecuada prepare una mezcla de
trietilamina, acido trifluoroacético, acetonitrilo y agua purificada (0.1:0.1:45:55).

Desgasifique y filtre por filtro de membrana de 0.45 um. Prepare 2L para la corrida.

6.2 Preparacion de la solucion de referencia
6.2.1 Solucion estandar: Pese exactamente alrededor de 8 mg de Impureza F de G-2
estandar de referencia en un balén aforado de 50 mL, diluya con 25 mL de acetonitrilo,
sonifique por 10 min para disolver, deje enfriar a temperatura ambiente, diluya hasta 50
mL de agua purificada y mezcle. De la solucion anterior transfiera una alicuota de 1 mL en
un balén aforado de 100 mL y afore con la solucidn A. Repita este paso para un total de 40
alicuotas.
6.2.2 Filtre por filtro de membrana de 0.45 um cada balédn a viales (usar viales &mbar para
el caso de proteccidn de la luz o envuelva en papel aluminio al almacenar). (Concentracion
de 0.0016 mg/mL de Impureza F de G-2)
6.2.3 Almacene 10 viales bajo las siguientes condiciones: -10 a-20° C £ 0.5 °C, +2 a +8°C
+0.5°Cy<25°C + 0.5 °C (luz y oscuras). Para efecto de identificacion de las condiciones
en las muestras se asignara una letra A para <25°C en condiciones de luz, B para <25°C en
oscuridad, C para-10a -20° Cy D para 2 a 8°C.
6.2.4 Solucion Resolucion: Pese con exactitud una mezcla de 5 mg de G-2 y 15 mg de
Impureza F en un balon aforado de 50 mL, agregue 25 mL de acetonitrilo, someta a
ultrasonido durante 10 min, deje enfriar a temperatura ambiente, lleve a volumen con agua
purificada y mezcle. Transfiera una alicuota de 1 mL de la solucion anterior a un balon
aforado de 20 mL, lleve a volumen con la solucion A y mezcle. (Concentracién de 0.005
mg/mL de G-2 y 0.015 mg/mL de Impureza F de G-2)

6.3 Condiciones del sistema cromatografico
6.3.1 Inyecte 2 pl de cada vial con la solucion estandar preparada al sistema cromatografico
operando bajo las siguientes condiciones: columna C8 de 4.0 mm x 250 mm de 4,0 um (se

puede sustituir por la columna C8 4,6 mm x 250 mm, 5 um haciendo la modificacion
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correspondiente en el flujo), temperatura de la columna de 30 °C, velocidad de flujo de
0.9 mL/min (0.95 ml/min al realizar la sustitucion) y a una longitud de onda de 235 nm.

6.4 Aptitud del sistema
6.4.1 EvalUe si la desviacion estandar relativa de cinco inyecciones consecutivas cumple
con el criterio: No més de 2.0%
6.4.2 Evalue si la resolucion entre G-2 y el pico de la impureza F es al menos de 1.8.
6.4.3 Evalue que el indice de pureza de pico sea igual o mayor a 0.
6.4.4 Se realiza una corrida inicial y durante el estudio se evalta el grado de concordancia
de los picos de la solucion de referencia con el cromatograma obtenido en andlisis inicial.
6.4.5 Determine la conformidad de los resultados calculando la relacion entre la
concentracion de partida de la solucion de referencia con la respuesta del equipo (area), la
cual debe estar entre 0,95 — 1,05 y se calcula con la siguiente formula.

concentracion inicial concentracion inicial

promedio area inicial’ promedio area obtenida
6.4.5 Cuando la solucion de referencia no cumpla con las especificaciones establecidas se

da por concluido el estudio de estabilidad.

6.5 Resultados y reporte del estudio de estabilidad:
6.5.1 Los resultados generados se deben guardar en la direccion C:
/LabSolutions/Data/EstabilidadSR/G-2 Tabletas/” Fecha de analisis”
6.5.2 Una impresion del reporte debe almacenarse en el archivo correspondiente.
6.5.3 Los datos se deben ingresar al Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para

Sustancias Relacionadas correspondiente.

7. DOCUMENTOS RELACIONADOS:
7.1 Protocolo de Verificacion del Periodo de Vigencia de una Solucién de Referencia para
Sustancias Relacionadas.

7.2 Informe de Vigencia de Soluciones de Referencia para Sustancias Relacionadas

8. ANEXOS: N/A
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Apéndice I. Fecha de Verificacion del Cromatogréfico Liquido Shimadzu LC-2030 3D.

Fuente: Informe de Verificacién del Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién No. R-1VE-165

Apéndice J. Reporte de Verificacion de la Columna C8 Symmetry 4,6mmx250mm, 5um.

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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Apeéndice K. Reporte de Verificacion de la Columna C18 Symmetry 4,6mm x 250mm,

Spm.

Verificacion de Columna
Waters Symmetlry #47 4.6x250 mm, 5 |

<Sample Information>
Sampia Name Colmna
Sample ID Symme IROKO #47 4.6x250 mm, Sum

Data Fiename Symme IROKO #47 4.6x250 mm, Sum.lcd
MAAINGS FidAame - Venhcacian de Calumnas iom
Batch Fllaname $3{W-15 Symmetry IROKO. ko

Vial# Sampie Type Unknoran
Injection Voluma 1 uL
Date Acquired 21232015 30158 PM Acquired by . Systern Adménistrator
Date Procassed = 2/252015 11:20:17 AM Processed by System Admnistrator
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o oY 120l
§ T — ——— .}QX;. = LYo
Mg 3 e H‘l{:
(Stndand Denipaon. - — ] B

[SE50
Masaren £

Muaran
Smadurd De

ID#3 Compound Name; Tolueno
| Title

_Tit Ret. Time | Tailing Factor Resolution(USP) | Tailing Factor(10%) |
[Symme IROKO #47 4.6x250 mm, 5 7.53_4 43_22 s = %45_8 fECE=aes 1.053
|Average 7.534 3 __ 24, 05
| %RSD 0.000 o __0.00 __0.00
Maximum = I= i 251§ 24.20 055
I | 7.534] 2420 55
Deviation | 0.000] - -
___Theoretical Plates/meter(USP) - Number of Theoretical Plate(USP) |
130486 19573
130486 L 19573
Q0001 5= - 0.000
o 130486 = = 19573
130486 19573
ERESSS———— PSR | =
ID#4.C d Name: Naftal : = =
L Title |_Ret. Time __TailingFactor | Resolution(USP] | Tailing Factor(10%) |
Symme IROKO #47 4.6x250 mm, 5 612! 1050 609 .043
Average 1.050] .609 ==
(%RSD S | (. ~ 00000 0.000]
‘Maximur 10501 8609 1
 Minimum B 1] .609 1
| Standard Deviation - -
Theoretical Plates/meter(USP) Number of Theoretical Plate(USP)
= 13791 z 20688 |
13791 S 20688
0.000] 0.000]
51 13791 20688
| 13791 20688

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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Apéndice L. Reporte de Verificacion de la Columna C18 XBridge 4,6mm x 150mm,

3.5um.
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JEL SRS - n Area | Hegit | USP Tailg wmem, LUSP Resohtion
1 Couma 2574 Xanke 460 1| wu«: 4zr 1208 | o] 12) ot a6
e | S I mev' | zee2| I I
[ Dev = R e 1
%RSD | =7 — . ! 3
Component Summary Table
Name: Tolueno .
Wicth @ Tangent
SarpleNae ln; Neme | RT | Awea Hegi‘lﬂ"l’ahng P Fise Cart USP Resalution
1 \Cdunamnumnge#m 1\Tduam 341 300205\ 58806 12| 01 33|
Mean | ! | 00205 el 7
EdDev,} ‘ o J t 1
I 1 —ee : P = t
| %RSD | R E | || ‘
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Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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Apéndice M. Reporte de Verificacion de la Columna C18 Zorbax 4,6mm x 250mm, 3.5um.
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Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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Apeéndice N. Cromatogramas Iniciales y Finales obtenidos en la Aplicacion del Protocolo
de Verificacion del Periodo de Vigencia en las Soluciones de Referencia para Sustancias

Relacionadas.
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" '.:;USO‘;‘I-JYLDII:: A'.3'
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<Sample Information>
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Date Processed 8252018 7:10.41 AM Processad by System Administrator
<Chromatogram>

Poad Py

1=

Rewetion Tise 4152 mn
Conpound Narw Coonp Refas A
0008
a8
73
183 A0 108 1 4 ‘ { ] 4 4 1

daremie " TWin

ooand A3

‘‘‘‘‘‘

¥ ) X .| iy )

leprarey Dot 2
Pexk puray inden PAS2TI4
Surghe potnt (rabals 000000
Mereeram pesk purity ndes 41236

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



4 SeMADIV
udl CabSolutions
<Sample Information>
sm‘. Nama -
Sample 1D : Soin EstRef A-3 Inicial-1
Data Filename  : Soin EstRef A-3 Inicial-1.lcd
Method Filename
Batch Flename  : 180816 kb
Vial # 11-13

Injection Volume - 50 ul
Date Acquired 19182016 1:13:21 PM
117 AM

Dote%cessed : 812572016 7:1
<Chromatogram>

AU

AR

200272016 1134 043m Pags 1/

A-3

Inicial

Sample Type - Unknown

ured - System Administrato
Qctgoeaedwby - System A&mmto:
@

| Soin EstRel A-3 Wicial- 1 1cd - On)
|2 Son EuRel A-3 icial-2 led - Ch)
3 S0l EaRel A-3 dicial-3 bed - O01
4 Soin EuRel A3 Biciald fed - Onl
4 Soln BEstRel A3 Micial-50ed - On1
6 Soln Eastel A-3 micial-b bed - On )
. |7 Soln EaRel A-3 Micial-TJed - Oh)
w7 R Soin Exiel A3 MbcialK led - Oni

09 L=
0o 23

<< PDA >> X
Dvlmrv*mn me“;g&vule'h‘m_' Kl i

feinEage A hkm;l.ld
LR
il 158

EEn v

4,

ﬂr}n- :mnH j‘ 3
Saln EstRel A3 Micinl-T Jed 4.3
Soln Esthel A-3 bicial 42!
Saln ExtRef A-3 bcinl-0 4}
Satn EstRefA-3 Wicial 10 Jcd 43
41
o.g‘g.

eesiner e ~ ¢ N LTI
ol B A T g o1
Sl | -3 Imwsnl-2 o camodipim 9
Sl 2:} s 3 A mm | b
Sob Fullel -3 Inscaal§ od T Amiadmpins | j,z
Sah A3 Il s Jod ipira b
Acd Inwoh 2 4od ™ oM
PR :‘é ;m' ™ ;:;'
Sl EstRel A-3 I 10.)ce - ;,gi
0 — T (T
s i
L — + + 5
f&nwd"ouiuim 1 1 00

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.

ST 9 S0 BaRal A-3 Micakd led - (O
: 10 Sole EstRef A3, Iciab 19008 - Chi

sl

Tading Faor 1074} i 2; Resvlution(USP)
i
i BTG

Tl Fctoe{ 10%) Revclusmi USH) s
I .
8 v
.2 i
B b
= i
1
Q840 1297
1.3 u%
12 W <
< 0
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] Deamcanzu
ulll CabSolutions

A-3

20122016 11°62243m Paga 1 /!

14 dias

<Sample Information>
Sample Name .
S 10 . Soln EstRef A-3 144 A1
Data Fiename . Soln EstRef A-3 140 A-1.kod
Method Filename |
Baich Filename 021016 kcd
Vial ¥ 112 Sample Type - Unknown
Ingection Volume ;50 ul
L : 10v272016 5:10:27 PM Acquired by ’ Administrator
Date Procassed 10v3/2016 7:22 36 AM Processed by . Systesn Administrator
<Chromatogram>
Peakftarity
1D N
Reteetion Tinee 3471 min
Corpeend Name Coep Relec A
000 - %
A28 ) 50
28
<050
: 0
i 33§ 40 345 3% 358 w0 363 M
Irepuity Desccted a1 3.71 min =
Pk panty index 03384
Singhe o thresholdd 1000000
Misimars peak ponty index 616120
(1) 2
Retantion Tare 4,13} min
Compound Nae A3
0,000 elL)
0
0,025
100
0.0% ) v
59 60 &1 62 83 a4 65 66 a7 (X 69
Irmparity Desected 1 6,95 min pied
Pedk panity mdex 0950095
Simghe poii theeshotd 1100000

Mizistors pesk pordy index. 29705

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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20112201811 4804 am Page ) /!

il CabSolutions A-3
”
14 dias
<Sample Information>
Sample Name 1
(2] : Soln EstRaf A-3 14d A-1
Data Filename  : Soln EstRel A-3 14d A1 ked
Method Filename
Batch Filename  : 021016.ich
Vil # 112 Sampia Type | Unknown

Injection Violume 50 ul

Date Acqured 10022046 5:10:27 PM ured : Systern Administrator
mﬁm : 10/3/2016 7:22:36 AM Wby . System Administrator
: Fey
<Chromatogram> o
hﬂwb’i&m

1 Sofn EaRel A3 14 A-1 ledd - O3]
2 Soln BstRel A-3 [4d A2 1cd - Cn)
'3 Soin EuRelA-3 14d A-3led - a1
4 Soin EuRelA-3 14d A4 Ied - Ch)
& Soin ExRel A-3 [4d A-S Jed - Ch)
6 Sain Extitef A3 144 A6 led - On1

|7 Soln EstRel A3 14d A-T4ed - (0}
— et L K Soln EstRef A3 14d AR 4 - Ch)

— 9 Seln Estiiel A-3 14 A9 0 - 13
—— - — 10 Soln ExRel A-3 34 A0 ked - (1
125 15.0 NraRralo
i ™
<PDA
D41 Coree C""'"“"As.nmum T T Tulllogs Factin] 1% il US
me . h
o B 144A-1 ] Ss! % B e
E-Mxi 146 A2 3d M ¢ — | -1 } [N -
A 164 A4 o o : 3
1! ti -
San 33&3-4% ;«Q-sg ;,2_ i ‘Els: it z
R i i .
W=, L =
ligad KA g =
Soln Esciel A-5 | Alg‘l‘a ) i"‘ ::ﬂé; :r‘; IRy
: O — 40| SRt ::o.w
s I 1 12
LT E—— -1 i =
] 00 125617 - =
1092 Compound Nor .
Sermiply Name| Rt Tame { Facie "
SdnEuR&(A-g A kg s i sl
R R i e i ¥
mmcﬁ Aslm ] = 1] |g' 'P‘_ ::22
pela Exhet A h ! &1 30NE40] i
|Sak EqRef A 1 o8 31022853 137 H
a Fxtftaf A i 144 AR 1 ::: 1 ;h{:s 137 32
smWAJ l:’k-l(l Ied 1 Q,: 1 )gg;uj :’2’ :ﬁ
( : L s 1203 ol
“qun I 1 a:_ ) 1 H 3 82
Suadaed Devisian i 1 00! ,,,.,2- = Y N

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



2011272016 11.6156am Page 1 /!

1 GemAADTU
J LabSolutions A-3
14 dias
<Sample Information>
Sample Name
Sample ID . Soln EstRef A-3 141 B-1
Data Fiename Soln EstRel A-3 14¢ B-1.lcd
Method Fi J :
Baich Filename 0210180
Vial ¥ 1112 Sample Type : Unknawn
Injection Volume S0 ulL
Date Acquired : 10v2/2016 7:44:20 PM Acquired by : Systern Administrator
Date Processed | 1V17/2016 1:17.45 PM Processed by : Systern Administrator
<Chromatogram>
PeakPanty
1Y 1
Reteation Time 13402 min
Corpound Name Coetp Relse A
010 — =
D25 1]
‘ 24
50+
138 38 348 150 3,58 360 365 k]
Impury Detecied a1 3,71 min N
Pk purity index 373720
Smghe poue (hreshold 1,800000
Misietan pesk perity lsdex £
Y 2
Retestice Time 16,198 min
Cumpunnnd Naose A3
000 — - - — — 30
200
ol
o
- v 9
59 00 LA 62 (%] 04 65 8e 0 a8 ne
Imporey Datecied a1 6,95 min =
Peak purity iedex 0982545
Single pone hreshadd £ 1000000
Mivrmae polk ponty mley 146

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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20N2206 114935 am Page 1 /1

SHIMADIV
u‘ LabSolutions

A-3
14 dias

<Sample Information>

Nsme .
Sample ID . Soin EstRe A-3 14d B-1
Data Fllename - Soin EstRef A-3 14d B-1.kcd

Methed Filename
svg'c: Fiename ?2112016 kb Unkn

1- Sample Type - Unknown
Injection Volume 50 uL
Date Acquired S 1V22016 7:44:20 PM Acqured by : System Acmnistrator
Oate Processed  © 10M17/2016 1 17:45 PM Processed by . Systam Agministrator
<Chromatogram> s

1 Soln Extitel A-S 14d 81 fed - Ch1

=3, 2 Scln EstRel A3 144 B2 Ied - O3

(3 Seln EstRef A-3 144 B-3 be - a1

4 Soln Estiel A-3 140 Bod lod < Cnl

| Soln Extief A-3 14d B4 Ied - Ca )

6 Sobn EstRel A3 14d B6 led - Crl

|7 Soln EstRel A-3 144 8-71cd « CMl

: e L B Seln Extftef Ao 14d B-8 led - Ch1

—=——~ 9 Scln EstRelA-3 14d 8- led - Ch|
L — - 10l ESRerF A3 164 Bodflled - O01

1.8 50 THMLEAtar
M 1 1
<< PDA >» =
el

Name, Ret T Arca | Fastor() Resoht
AR 4 o e T O | — LA
Eieriiahie i e
ERer A 1ot B T 12 e
EpbRAl Iy B N :
o Bk L 1T 3 E:;; ¥ l'%i 3
A | LS i —— e
ERERIE R, om0 :
it L1 S— aale! porwagEm 1 |
ﬁm 3 :ggﬁ_ 14 S -
Semdeed Dovision = Y — 1 3 S

1D#2 C A A3 . . -

Simole Nai] ~Rei Thiag R
SRl 14 -3 A m——— 13, .oy
A-3 ]-‘ LA NmeaT. 13 I 1
33':.'. Ai’nﬁ&i"“ @ e 13 ' 31
RS ;E gi 3o 13 ¢ i

S

&;%& qg}k} el 3 B ::
hen 6 i ) %1
m«m mmnw g_‘% i :‘_3\; %32
, i %
Y [N 334 o847 = nag
Mm.n:’n b.%, 15 0:3'; ‘:1.3 -l __0‘&;
e = -

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



20M2R2016 1161:34am Papal /|

1] SHMADIY

LabSolutions A_3
14 dias

<Sample Information>
Sample Name -
Sample ID : Soin EstRef A-3 144 C-1
Data Filename | Soln EstRef A-3 140 C-1 ko
mtﬁm‘e 021016.Icb
Vial # 122 Sample Type  : Unknawn
Injection Volume : 50 uL
Date Acquired | 10/2/2016 10:1

15 l;a Acquired by . System Administrator

&
Date Processed : 10/17/2016 1:20:52 Processed by : System Administrator

<ChMr¢m> i
PeakPurey
1D

o
Retertion Time JAT) min
Cotpound Name  Comp Reflow A

000+ _— — —

ER ARE 340 345 3,50 3ss RX 0] 105 3n

Irgranity * Detected ot )29 mun
Pk purey mdex 04623868

Sigle point theehold 1000000

Mirémeune peak panty index La378131

D& 2
Resertion Tane: 6,162 min
Compoond Neene A

0,000+
£4.005 00
4010 100

405

59 00 ol 62 o) b4 65 a6 67 &F 69
nie
Imperty Disected o 695 min
Peak purity index (0983816
Siegie poin dreshold 1000000
Minemer pek peety mdex 1 .161K0

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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il LabSolutions

201122016 1180.02am Page 1 /1

<Sample Information>
Name .
smsng: [+ . Soln EstRef A-3 14d C-1
Data Figname  : Soln EstRef A-3 14d C-1 ked
mogﬂ? : 021016.icb
ame )
}I\dt ik ;(-,Z’f‘L Sample Type . Unknown
njecticn Volume .
Date ired - 1v2/2016 10:18:15 PM Acquired by System Administrator
o S1V172018 1:20:52 PM System Administrator
<Chromatogram> 1o
SusimarytComposnd) .
: FOA_ 2
& — = 1 Seln EstRel A3 144 C-1 led - Cn)

" 15 50 5 108

o< PDA >> :
e X c 2o jS\-wkNm Ret. Time_
e '
mgﬁu 14d C-31ed 5!
Sok A3 140 Cd lcd i
Bl
S i
S ok i) i
HRSD | e.off.'.
Muxirrun i
M oo 351
Sembwd Devisam (X8
pac g:nks T Remale Nane| Rt Time |
Seln EstRel A-3 14d C-1 Jed &2
Soln EsiRef A-3 14d C-2icd 82
n fA-;,lz -3 led &2
n Estel A-3 14d Clad A2
ket A3 144 4t i
Seln EstRef A-3 14d C6 5d }
glw l“g-. t;
s °‘Eﬂwﬁ-’ 1o ol
-iﬁ: R bt —
iy Y ")
Minsoam - -+ | BT
Stardwd Deviation 1 an”

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.

s 150

2 Soln Estitel A-S (4d C-2 Jedd - Cx |

¥ Soln Extitef A-3 144 C-3 et - O0l

4 Soln Estitel A3 144 Cd Jed - ChlI

5 Soin ExtlRel A-3 14 C-4 Jed - Chl

6 Sofn DatRef A-3 14d C-6Jcd - Chl

|7 Suin EaRelA-3 144 C-70d - Chl

— e 8 Soin ExRel A3 144 C4 5 - Chi

- 0 Sutn EuRel A-3 144 CORd - Chl
10 Soln EsiRef A3 148 C10 icd - Ch

Tiwling Frctont 10%) Y 2: Reschimon(USF)

i3 2 4

i.!. " 3

léi P!

12, -

12 =

13 . —t

o33t F— 1]

13 g

12 =

Tarbng Facior | 0%) Reuticrd LISF)

Kl

H=tamo i}

::l’ % - 'i}g,

x,g 74

(K] 79

A 3

) 79

1 9 ﬂ.\':g

L 3 9
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GeANMALIU
J LabSolutions

A-3

14 dias

<Sample Information>
Sample Name
Sample ID . Soin EstRel A-3 14d D-1
Data Flilename  © Soin EstRef A-3 144 D-1.ked
Method Filename - Amiodipina tab.lcm
Batch Filename < 021018 kcd
Vial # c 132 Sampia Type
Injection Volume 50 ul
Date Acqured 10732016 12:52.08 AM Acqu irec by
Date Procassed 10732016 7.22.56 AM Processed by
<Chromatogram>
Penk Purity
104 1
Heterenon Time “JAT S min
Composed Nasse Coeng Relac A
000 - -
s
0050
D076
338 340 ERES 350 1a8
Brgerity Desocted ot 3,71 mn
Peak porry indes 092029
Siegle peent hroxbodd 1,000000
MinaTm pesk porry iIndes ST
o 2
Reverviion Tirve 6168 min
Composnd Name A3
0000+
405
0050
>u,-a o ol [ o A 65 ah
hgurey Dietecned & 6,95 min
Feak pursty indes 0,929390
Single poar threshold 1.030000
ST pesk punty mies -GN

2012201611 51 063m Page ! /1

: Unknown

: System Administrator
: System Administrator

‘.

— 2%

oS in

3n
811

o

a7 L) 69
nis

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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2012201611 6032am. P=ge 1 (1

S ADZY
il LabSolutions A-3
14 dias
<Sample Information>
Sample Name :
Sampie 1D . Soln EstRef A-3 144 D-1
Data Filkkname ' Soin EstRef A-3 14d D-1 lcd
Method Fllename
Batch Flename 021016 kb
Vial # 11-32 Sampie Type Unknown
Injection Volume  : 50 ul -
Date Acquired 1 10V312016 12:52 08 AM Acquired by . Systern Administrator
Date Processed  : 10/3/2016 7:22:56 AM Processed by . System Administrator
i
<Chromatogram> o
AU
1 Soln EstRel A3 140 D1 & -
2 Soln EsRel A3 14d D-2 54 -
3 Sotn Estitef A-3 14d -3 4ad -
4 Soln Eatiief A3 140 D il -
! £ Soln EstRel A3 144 D954 -
6 Soin Dxtief A-5 14d D450 -
LT Suin EuRel A3 140 D73 -
| o B Soln DaRel A-3 144 D4 bed -
{ 9 Soin EaRel A3 144 D54 -
L o ——  — E ¢ 10 Soln Lstief A=) 142 =10 bad - Chi
oo 25 5o 5 e s 150
s
o) G Coma Refe
! i - S—— T 1 ] T
BRI H—"r i
[ A - Jal e 2]
st o HE ey
t}:ﬁ&ui 445 Jed EX (] 'HI 2 P i
Sola Euief A3 14 D4 Jod 33T dnte 120 s
ol Easef At 14 D2t 35T M 13
A = i
['2 HAB-101ed '3" 1T 13
Ao 14173%, 131
f o0ds i 0341
Mavoun 35 158331 12
Mmrrum | X Si— 1]
Semdard Devison o0 ATS4 =t
faea S 7731 N T 1 — Y it
Sole ERe(AS HAD L5 | e s.gf 1H4693T > — 3 iz
Soln EstRel A3 144 D- B I 3 A
[ sibiel Acs 14d D- £ sy 13
ol ExRel A3 144 DA £ i1 15{;
Soln EstRe( A-3 144 D-1 22 g i3 (kN
0 Esbel A3 ) (%3 Iﬁm ::;
Sl Esthel A3 14d Doifled & ;gm i
iy ! 2 uggf. "”ﬁ‘{‘:' o.cﬁ'.
" R —~— - 3 T g
{ ﬁmunh',"ﬁ 1 1 &20. e I.J‘,

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.

ht

=

u.:g; TRURIRE LT ETRE R i 381

R om

&
ca-a ¥t amt
A P

[ T
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Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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201202016 122263 pm Page 1 /1

ol Cabsolutions E-3
Inicial

<Sample Information>

Sample

Sample ID : Soln Estxer £-3 Inicial-1
Data Filename  : Soln EstRef E-3 Iniciak1.lcd

Baich Fliename  : 190916 icb
Vigl ¥ oy Sk Sampie Type ! Unknawn
Inj ume 10wl ‘ _
Date 1911912016 6:09:51 PM Acquired by : Systern Administrator
Date Processad  : 9/26/2016 9.09:20 AM Processed by . Systern Administrator
<Chromatogram> Y ¥
Sunstarv Compodnd)
PDA -
2 A g'gg | Sobt Esief E-3 Sictal-1 08 - (11
3 t T 2 Soi EssRef -3 icial-2 dod - Ch1
| % 3 Sok DyRef £-3 micial-} bod - Ol
001 = 3 Eona e 450k EsRel E-3 Micial4 Jed « Ch1
2 240 [ 4 Suk EsRel £-3 icial-£ Jed - Chi
ai 5 6 Sols EvRef -3 hniciah-)ed - Ch1
[l ey |7 Sol EsReCE-3 Micual T hod « Ch1
8 Sobs EsRef £-3 dnicial& o - Ch)
— -9 3%k Ustiet E-3 buicaabV ked -{h!
00 - 3 — 10 Scin EstRef E<3 Invicsad- 10,04 - Chl
oo 25 50 7.8 100 123 L
nin -
<< PDA >> Rels<C
w1 G . Comp Cmm e
_g“ i ’A’EE:I_"‘“ : m.{g_. Area }Ei&? Rwh:ml)")
in -, .
el I i Joms 3
% g rgjﬂ*&"ﬁ ; % o3 2
-3 Inpciabd bod ! 56! 16801 | -
Saln Esﬂtl‘itg m:idf’xbl I 2.6 | }M -
e — i —
jEETe i e
2 f—— el
\tsirasrs s 16247 -
gmmomum 1, R -
o2 C N | =3 e
Sl Eitiel ej:.."im A | BEm—" £ ok
Sl m«fﬁ;s Tnkchal- hod ! 0 18555 | 50
Soln EssRel E-2 (nwcial-d bod I n 1352031 X
fadi sy i T —
AR-ndhe i et ——d
Sole £ Eim;u 7 135008 | X
Sols ExRel E-X lnnials Jod A | 15539 | kR
Sols ExcRef E-3 Inkckak| 0.led ;l :;zgg g:
gsﬂ' ol 1078] £20
Maaloviad , T 199013 s
Mistmun ! ;:3 132013 50
Soméerd Devanon 1666 -

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



02X8/2017 080400 pm. Page 1 /1

R e
wll CabSolutions E-3
14 dias
<Sample Information>
Samplke Name .
Sample 1D . Soln EsiRef E-3 140 A6
Oata Flename  : Soln EsIRef E-3 14d A-6.0d
Mathod Filename
Batch Filename  : 031018 1cb
* 1.7 Sample Type : Unknown
Injection Volume 10Ul
Acquired C1V32016 4:28:18 PM Actuired by . System Administrator
Date Procassed - 10V32016 4:41:18 PM Processed by : System Agministrator
e ——— v T 4
<Chromatogram>
PeukPurity
[ |
Betzetioe Time 550 nin
Composnd Nare Coonp Rela: C Citbopraen
|
0000 | S - —
| ' 31 sn
“es r -]
= 15
0,050
- 09
50 1A LES 458 S S48 570 578 580 545 550
Ity Detectad o 598 mn =
Peak poriny index 05487880
Sergge poial theesheld 1,500000
Muterm pesk pernty ndex A8
[
Ressnvson Twrw 7049 men
Corpound Narve =3
ue+ p— i | (5]
f1o
e |
'\ L ]
42 = J 0
ar &3 69 0 74 72 13 T4 75
ne
Srgratiy - Detoved 51 6.71 iin
Pesk pranty incex 032310
Shaghe powe Prashodd * L0X0N
Misisrurs poak pearity ledox 156850

Fuente:

Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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02082017 030228 pm. Page 1/

G ATTY
ll CabSolutions E-3
14 dias
<Sample Information>
Sample Name o £
10 : Soln EsiRef E-3 14d A1
Data Filename  : Soln EstRef E-3 14d A-1.led
Meathod Filename @
Batch Fllename  : 031018.icb
Vial # 112 Sample Type Unknown
Ingection Volume  © 10 uL
Date Acquired : 10/3/2018 321,35 PM Acqured by . System Administrator
Date Processed  © 10/4/2016 8:23:23 AM Processed by : System Administrator
L] FONp il mdl
<Chromatogram> b
Sarrenevi Compound)

AU [ ]
o @ —— 1 Sols EstRef E-3 144 A-1 Jeé - Ch)
= = = — T 2 Sols EstRel E<3 14d A-2lcd - (01
3 f ¥ | '3 Sols EstRef E-3 14d A-3Icd - (i)
§ a 1N i { | A Soln ExtRef E-3 14d A4 led - 01

5 Seln EstRef E-3 14d ASJed - Ol
|6 Seln EsiReTE-3 164 A6 Jcd - Cnl
17 Soln EstRef E-) 184 A-7 bl - Co)

~ K Soln EaiRefE-] 184 A8 Jcd - Chl

9 Saln ExtRef £-3 148 A% X - Chl
= . e : 10 Sobs EsRef £-3 14d A-101cd - ChI
a0 25 50 75 o |1..‘5 "

n
'y
s a1 u-';'; - rmg;gmmmummmm Reshilin152)
1 380 2 1 5 x i
— ) — . — Sa f-..if.i.“:;‘i“..
‘ fi- gﬁ: =1 34 R
| L
B TR 11 ] 1 051
. i
(im k!
0133 34 a.5% % =
Y p— 1 1 AR
ith 13 TS
. —"i « —d——
+ ? 4 - 4 . r
E— i — —
B § B =F
IS
20! AR — %37
(31 43) 99?, = L my
AroEe—T——
— oo i - 1

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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J LabSolutions

02/0872017 030421 pm. Page ! )Y

<Sample Information>
Sample Name .
Sample ID Soin EsiRef E-3 14d B8
Oata Filename Soln EstRef E-3 14d B.6 lcd
Method Filename
Batch Fikename 031016.icb
Vial # 1117 Sample Type : Unknown
Injection Volume - 10 uL
Date Acquired - 10372016 6:41:45 PM ACy oy . Sy Adrministrator
Date Processed - 10732016 6:54.46 PM Processed by : System Administretor
<Chromatogram>
PeakPanty
e i
Wesroon |me § 420 tan
Conpound Name Comp Rt C Caalopran
00 — =
40
Ams-
F25
4050 v ‘ e v L)
545 550 5,38 560 565 520 878 L0 583 350 393
lepenty : Detocaed 5,54 min =
Peah purity index 0951770
Singhe point Pirestold  LOM00N0
Minersn posk punity ndey < -1R230
e 2
Reseation Tirse TA29 mm
Compeend Narwe .3
000 _ =&
Bt “10
10 3
A8 o
(¥ 69 0 A | 12 13 24 7.5 4
mn
lreqrarity Detectad ot 7,65 min
Pask partty mdex 0,550087
Siaghe point thecabold 1,00000)
Mistrmion reak samdn e ~lab

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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0210322017 080202p . Page i /1

@l Cabsolutions E-3
r
14 dias
<Sample Information>
-Sample 1D : Soin EstRef E-3 14d B-1
Data Filename ' Soin EstRet E-3 14d B-1.lcd
Methed Filename

Batch Fiename  : 031018kcb
Vial # 1112

Injection Velume - 10 ul v Typa R

Date Acquired $10V320186 5:35:00 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed  : 10V3/2016 5:48.02 PN Procassed by . System Adminsirator
1,
A
<Chromatogram>
25 =% | Sol EsRef -3 144 B-1 ed - Cnl
et |2 Sok EsRel 3 140 B2 Icd - Cul
: '3 Sol EsRel E-3 144 B-3 Jed - Ch
|4 Sk EvRef £-3 14d B4 fedl - Ch)
02 {3 Sols EstRel £-3 144 B:S1ed - Cal
/16 Suls EstRef B-3 14d 8-0.1cd - ()
| -7 S0l Esel 3 144 A7 )cd - 01
1 8 Sol EsiRel E-3 144 B8 led - Cn1
! T 9S50k EsRef -3 14d B-91cd - Chl
0.0000-— === 10 Seln EstRef E-3 188 B-10.)ed - Ch)
o
<< POA >>
10w C Come Refoo C XIS e e S I B
i | —— R PLSP) Restign(USF1
X ' p— ) — — | I e ot
m 9 v--|y—000-n§'~:}4"ou.
ooy : T T Tul ey o
=1 I} 4
Bl ¥ o
& alitsl
ﬁ LA

Lad

‘I?
1
e

It 5

£

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



0022017030461 pm Page ! )

4 mHMaATIU

alll CabSoiutions E-3
14 dias

<Sample Information>
Sample Name A '
Sample ID : Soin EsiRef E-3 14d C-6
Data Fiename  : Soln EstRef E-3 14d C-8 icd
Method Filename )
Baich Filename  : 031016.1cb
Vigl# 1 1-27 Sample Type . Unknown
Injaction Volume 10 ulL
Date Acquired C1032016 B55 11 PM Acquired by . System Administrator
Date Processed 10732016 90812 PM Processed by . Systam Administrator

~e
TS
<Chromatogram>

PeakPurity
e

Ly |
Rewrmon Tare S675 mn
Corspound Narse - Corm Relae € Crilopesn

e —
a0l

002

5.50 558 5,80 565 £ 5 i e 550 395

krgranty : Detected 1 4.W min
Peak partty index 108978913

Sieghe pour treshold L02000%

Miniouas podk parity ey ~240%s

)
Remrtion Time L1506 min
Compound Name =3

o - — - —
a8

0,10

6% 10 " 2 3 T4 14 e 17
mn
Irperity Detzcond t 4T mm
Peak pueity wndex A0
Sirgde poent throsaadd 1200050
MErermom peak parnty wode 165981

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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02082017 03.0265 pm. Page 1/1

ull Cabsolutions E-3
r

14 dias
<Sample Information>
gmm: ﬁ‘:m " Soin EsiRef -3 14d C-1
Data Filename . Soln EstRef E-3 14d C-1.lcd
Mathod Fiename : S Rl
Balch Filename  : 031016.lch
Vil 8 1 1-22 Sample Type - Unknown

Date Acquired  © 101372016 7:48:28 PM Acquired by - System Administrator
: 101372016 8:01:30 PM Processed by - System Administrator
<Chromatogram> s
PDA d 152
Al o =1
_1813= - | 1 Seln EsRef E3 144 C+116d - Cb
{ T ‘,I Soln EstRef E-3 144 C250d < Ohl
{ | 13 Seln xRS E-3 144 C-30ad - ON1
00825 4 Soln EStRe E-3 14d Cod fcd - ChI
| " 5 Scln ExtRed F-3 144 C-5 e - O1
f‘ 4 Soln EstRef E-3 14d CoJcd - Oxl
1] 7 Sols ExtRef E-3 14d C-7 Jed - Ok
= == ===~ 8 Sols EsiRef E-3 144 C-8Jed - Ok
e ;; —— -9 Sols EstRet 1.3 144 C8 jed - Oal
s T v g 10 Sotn Estiglh §:3 1980-10.0a - On1
100 125 o Ninwsty 2500
ik
NS
am»
14 Comp Raks C
; 8 s C — [N S Thereiieal PaieiUSF ) Resshasm(USF)
E‘é"&d:‘;u“ — T D - o N e e s
Seln ExtRel -5 | :—}l{;iiil - ,417 % .2 ] — Affflilﬂgz.‘ltil
Belmi el s ———— o
L — hg : s —
[ -3 144 C ! T L | — R ! -

. . W — s E—
%F%ﬁ’d o | P
RSD. ! 013 gk l,{d - '.‘9@0‘..“'
b — — | — So— s
Saandord Dovigis I IR ] - =3
12 ¢ B LN e
ssanamms e Vi | B~ Wiaba
e e L — T ot S Tl B 1 o+ rna
} = R X . tat b g — - - dary
o LEL o — i ; 1 gs il + —,
& — ¢ — — 7 E—— S » M

1 — — . — e | )
= === ==
2 4 B E— S - + 47
i3 b6z ¥
9.1;53: pic 4 g i
— 13 | &
i ”:gi s — | " 8.1

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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02032017 03 06:16pm. Page /1

- E-3

LabSolutions
14 dias
<Sample Information>
Sample Name | _ ,
Sampke 1D : Soin EstRef E-3 140 D&
Data Fiename  : Soln EstRef E-3 140 D-8icd
Method Fllename :
Batch Filenama  : 031016.co
Viat ¥ 1137 Sample Type Unknown
Injection Volume  : 10 uL
DOate Acquired  © 10/3/2018 11.08:35 PM Acquired . System Administratoe
Date Processed | 10/372016 11.21:36 PM Processed | System Administrator
StasS =
<Chromatogram> trcies
Peakanty

() 1
Revamnon Tere A005 men

Compousd Nave * Comg Refoc < Cltfiopean

LY — .
54
. 405 vn s
' ' ot
12
21
. v - v - oL
5.5 a8 Ly “ns i e ) [FT) ER) 393 000
min
Iepenity Dtecid ot 407 mm
Peek puriny index 867353
Sl peiat Uresheld 1,000000
Muurmum pesk genity ndex ~152846
e 2
Resamsan Tare 1,227 min
Cormpouse Nase E-3
000 — 18
405 1]
B AL L]
R AL ~ - - T’ ®
: (%4 0 A} 2 M TA 13 74 7
un
brganny * Detecsed m1 6,89 mn
Peak perity index 0 A5306%
Singhe poant threshobd 1 000000

MInenarm peak (rarity Index T

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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0200302017 030323 pm. Page 11!

il CabSolutions E-3
r
14 dias
<Sample Information>
Sample Name | )
Sample ID : Soln EstRel E-3 14d D-1
Data Fiename  : Soln EstRef E-3 14d D-1 lcd
Method Flename |
Batch Fllename : 031016.Ico

Vial 1 1-32
Injection Volume © 10 uL

Date Acquired - 10/3/2018 10:01:53 PM ured : Administrator
Date Processed | 100312016 10.14:54 P mpm% __;Wsmmmm
‘ afac
- LN

<Chromatogram>

£ Sols EstRef E-3 14d De1.3d « Chil
2 Solx EstRef -3 14d D-2 %d - Chl
13 Sole EstRef E-3 144 D354 - Chl
4 Sols EstRel E-3 144 D4 Jod - Chl
3 Sola ExtRef 113 14d D-5 ksl - ChI
6 Sals EstRe( E-3 144 D6 5 - Chi
" |7 Sola EstReC -3 14d D-7.%d - Chl
- 35oks PaRef E-3 14d D4 d - Ch)
~ 9 Sols ExRe(E-3 144 D9 Xd - Chl
10 Scin EsiRef €3 443 D-101ed - C21
A nistraton

Has
<< PDA >>
i
i&g@- E ¥ — Al—TT 1
Sedn B -2 hd I bl 4758 ¥
,EEMJM 3 dod [ ; AT 2
Q < B o SR - ! e

> |
Soln EstRel E-3 ud Lg T I 1 % 4
BEEREHE o &

. Ex 461E] 3
smm:rnuam‘ﬁa & P —

o3 & 7

= n:g} £ —
——— | | S
aaes Iyvisnn =

E‘éﬁ%ﬂ k{g—+‘ﬂsﬂll§i._ %‘ ‘l’-ﬂuﬁ‘ x

‘4
J
4

124

Ax(k.lxl

Fuente Laboratorlo de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



g SMMADIU

L\l LabSolutions

<Sample Information>

Sampka Name

Sample ID : Soln EstRet L-1 Inicial-1
Data Flename  : Soln EstRef L-1 inicial-1 kod
Method Filename

Batch Filename  : 20-09-18 icb

Vial # 1118

I n Volume 25 ul

Date Acquires L 202016 514 35 PM
Date Processed  : 26/2016 10:00:18 AM
<Chromatogram>

[ |

Retoreion !-?' 4701 min

00

023

4.5

75

150 558 S, SAS

gy Detocted of 5.9 mmn
Peak parity ladex a,189511
Siage poiet tredwold < 1000009

Minirrers peak parity |ndes S10488

(e 2
Fetuntion Tinw THO.S6S tmn
Compeend -1

080 : —
228

0.5

1050 nrs

Irpucey : Detected ot 11 XS mim
Posk puety mdes 0188457
Single poirt thesbold * 1.00%0
Minbnun pesk ponty mées EIRE

Inicial

140

Sample Type . Unknoan
Acquired by . System Administrator
Processad by . System Administrator
Pesk Punty
»
19
0
S50 et 350 595 640
onn
— 190
Rl
S0
0
124 1 1178

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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201122016 1246556 pm. Pagal/]

WHIMADLY
l‘ LabSolutions L-1
<Sample Information>
Sample Name >
Sample 1D . Soin EstRef L-1 Inkial-1
Data Filename - Soln EstRet L-1 Inkial-1.kcd
Method Filename
Batch Fiename  : 20-09-16.kcb
Vial # ‘115 Sample Type - Unknown
Injection Volume - 25 ul o
Date 92072016 5:14:35 PM Acquired by . Systam Admnistrator

1 Soln EstRef L1 Taichal-) led - Onl
2 Soln Estef L-1 dicial-3 led - Cal
'3 Sobn EnRef -1 Inicial-3 led - Onl
"4 Soln EstRef L1 Wicla) 4 Jod - 031
/3 Soln EstRef L1 dnicial2 e - Cn)
. 6 Sols EstRef L-1 Snicial-6 bed - (h1
7 Sole EsiRef L-1 Bicial-T.hed -Chl
et 3 Solm EstRef L-1 nicial-K led - Ch1
= G Sols ESIReAL-1 Micial-9)ed - Oh1
10 Sofn EstRel L1 Inicsek-10.00d - Ch)

<< PDA >
el N, Comp Relas,

t&'ﬁ{@t‘l_mmﬁ_'

E*;
7
g
i

g5
; 'ﬂﬁ.wm:_f;i,n;t“::,:
l
et

:Sd!:lefL-l :;Iﬂ;_a um«}u
BlEE 0 22

Wﬂﬂﬂ‘)—\‘
soromos

Sedn EstRef L1 Inbesal 10 led 3 Soly EgRel

r’ém" —————n=———u j

| — — bl =

oe2C = s e — T RS0,

Seln s blr?!uE:L.oA B L s D |

s B 0o =
n 1 "l“ - Soh Ex !: I E“!ISI: THE j
. l.:Jintl.nd' Sohs.f'pﬂ 1 ey §‘§
Ee et b 2o 4

EEERI A, BE G |
SRSD 1 1 (1> J— 1 25
mormn 1.0 6302329 09
Siaaded ey 0 o



SHIMAIZY
l‘ LabSolutions

2111120160831 650am, Page 1/

<Sample Information>
Sample Name
Sarnpke ID : Goln Catief L-1 56d A6
Data Filename Soln EstRef L-1 56d A-6 kcd
Method Filename . :
Batch Filename 151116.Icb
Vial # 1-38 Sample Type - Unknown
Injection Volume - 25 ul
Date Acquired 1171672016 9:44:55 AM Acquired by System Administrator
Date Processed - 19/21/2016 8:26:55 AM by ; System Adninislrator
<Chromatogram> &
Peal Punty

1w 1
Revontion Time SX15 min
Compound Namw © Comp Relac A

0.0 —

] 2
{5 |
—— i 0
L08 5,70 5,78 5,80 5As 5,90 3,08 6,00

Trmpurnity Ditected i 5,64 min =
Pesk purity index 0,312423
Single poire threshold 1,000000
Misimem peak purity mdey 537576
o 2
Retention Tane 11,238 mis
Compourd Namw (L1

0,0— -

1000
25
. = = 0
1678 11,00 11,24 1150 1,78 12,00

Impurity Detected i 12,03 min e
Peak purity index - 0,155620
Sisghe poiat theeshold 1000000
Minioum peak purity index 44580

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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291172018 0658:36am. Page1/1

ll Cabsolutions L-1

56 dias
<Sample Information>
Sample N

ame
Sample ID : Soin EstRef L-1 56d A-10
Data Flename ! Saln EstRef L-1 56 A-10 lcd

Method Flename :
Batch Filename - 151116.Icb
Vial g S 142 Sampie Type Unknown
Injection Volume - 25 ul
Date Acquired 11152016 10 23AM Acquired by : System Administrator
Date Processed - 11/21/2016 9:25:59 AM Processad by : System Administrator
<Chromatogram>
Summary(Composnd

— oA . —

o A% | Soin BaRef 1-1 $6dA-1 5 - €11

|2MEMLISMA-I g -Chid
3 Som LaRef L-1 $6d A3 b - Chd
"4 Sok EeRef L-) S6d AL e <O
| 5 Sol EstRef L] $¢d A-# bed - Chil
0 S0k ExtRef -1 564 A-6led - Ol
|7 Sol EvRef L-1 S&4 AT hed » Chl
= 3 Sole ERRef La1 564 AKlcd - (nl
9 Soln EstRef L-1 56 A9 ledd - Cx ]
10 Soin Extitel L1 $64A-100ed - Ch1

L |1
ion 00 4448 =
Iz ¢ U e T T
Lgﬁ%m. e e T 1) e
[ola et | Q}g Seln . ” g, —1
;ﬁ?%‘gd EEE — ﬁ G- Bl ———
Seln Esthel LT SdASYd | s - 12! 1652 T
Seln EstRef L1 — LT o — { 4§
ot (-1 38d A-T | { [ DA | S "
: 1 E | ! t H T 7134874 ;
ol o R R et [ Sk EaRtef 1 i I 1 ;3
e — 1 — *ii*uugi X 93¢
= ——— ="
m"-?muma‘ = 1 3 bu —

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



2111172016 09:3216am Pags1/1

SHMADIU
‘ LabSolutions L-1
56 dias
<Sample Information>
Sample Name :
Sample 1D : Soin EstRef L-1 56d B-1
Data Flename . Soln EstRef L-1 56d B-1.lcd
Method Filename | i
Batch Flaname | 151116.kb
Vial # ;143 Sample Type Unknown
Injection Volume | 25 uL
Date Acquired 1 11/15/2016 11.05.45 AM Acquired by . Systam Adminisrator
Date Processed : 11/21/2016 9:26:58 AM Procassed by - Systern Administrator
<Chromatogram>
PeakPurity
1w |
Retention Time - 5308 min
Compomnd Nanc Comp Reloc A
00 — —
b2
a5
gy S — 0
543 s 5.78 580 5,85 550 595 600
Impurky . Detected at 5,65 min ez
Pk punty mdex 10, 107308
Single point Sareshodd 1,000000
Minsmum peak parey index ~892695
104 2
Retention Time 11.229 min
Compound Narme -1
on-—— e
1000
A5
. AT EREIEEE 1 A TSI — - — = 0
10 108 109 MO Il M2 N N4 NS s 103 g ne o 20
Impunty Desected a1 12,02 mn =]
Peak purity index 0,230050
Single point threvheld 1, 000000
Minimem peak purity mdes ~T60%40

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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MADZY
il CabSolutions -9
56 dias
<Sample Information>
Sample Name .
Sample 1D  Soin EstRed L-1 56d B-1
Data Filename  : Soin EstRef L-1 55d B-1.lcd
Batch Fm L 181116 kb
vai# : ;543L Sample Type Unknown
Injection Volume 25 u )
Date Acquired  © 11/1502018 11:06:45 AM Acquired by System Administrator
w?ﬁmm 19212016 9:26:59 AM Processed by System Administrator
<Chromatogram>
AU
1 Scln EstRef L-1 564 Bel 3cd - Chl
s 2 Seln EstRef L1 564 B-2404 - Chl
025 13 Soln Estief L-1 364 B-3 4d - Chl

o Estiler L1 S6

; L1 30 g{%‘

a2 =1

ik

' o

| Soln FRef -] 564 B-

b = bt —

BEH AR

“%ﬁﬁ gﬁﬁgﬁ 3

o —

A Soln ExtRef L-1 56d B<430d < Chl
| 5 Seln EstRef LI S64 B+3.%d - Chl
& Soln Extitef -1 $64 B-53od - Chi
|7 Seln EstRel L+) 564 Ba700d + Chi
<1 B Soln EstRef -} 364 -8 ot - Chl
9 Soin Eatlisf 1-) $6d B-%.0od - Chil
10 Sols EsiRef Lo ) 564 5410 4ad - Chl

§ 12!
Eaifief L 13!

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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& SemaDTy
d LabSolutions

211112018 093306am Page1/!

56 dias

<Sample Information>
Sample Name .
Sample ID Soln EstRef L-1 56d C-1

Data Fllename Soln EstRef L-1 56d C-1.lcd
Methed Filename
Batch Filename . 151116.lcb
Vial # 1 163 Sample Type : Unknown
Ingection Volume 25 uL
Date Acquired ;111502016 1:50:22 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed  : 11/21/2018 9:27:08 AM Processed by : System Administrator
<Chromatogram>
PeekPurity
¥ |
Resention Time SA15 min
Compownd Nome Comnp Reloc A
UD: — = = -
23
08
l y Lts 4 0
568 570 575 30 5,85 550 5§95 6,00
in
Irmpurity . Detocted 5,64 mn "
Peak purity index 10142191
Single paimt theeshold - 1,000000
Minimum peak purily index 457308
D¢ 2
Retemmon Time 11,262 min
Compownd Name -
00— - - — ~—
1000
oF
S 0
10.7 108 108 1o 1 n2 13 e 1S ue 1y ns 1ne
Iropurity Detected #t 1197 min i
Peak purity index 0306401
Single port threabold 1490000

Minirum peak purity index £03897

Fuente:

Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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211112016092958 am Page 1 /1

BEMADTY
‘ LabSolutions L'1
56 dias
<Sample Information>
Sample Name )
Sample ID Soln EstRef L-1 560 C-1
Data Filename Soin EstRef L-1 56d C-1.kc0
Method Filename b
Batch Fiename | 151116.%cb
Vial ¥ 1163 Sample Type - Unknown
%' w :3161%‘2016 1:50:22 PM Acquired by . Systam Administrator
mnsﬁm " 1172172016 9:27:08 AM Processed by ~  System Administrator
T
A Y
<Chromatogram>
Surrareevi Compound)
DA
' > -~ - | Soke EsRef 11 564 C- 1od - Ch1
- : Zow = 2 Sk EStRf Lol 564 C-2Jcd - Chl
= s 13 Sol EstRes L-1 $6d C-3 5 - Chl
025 « =& AR i 4 S5l EstRef L~ 564 €4k - Chi
r2 Ew | /!5 Seln EStRer L1 564 C<8 Jod - Chl
! - S | \|,l /14 Soln ExtRef L1 564 C-43ad < ChI
| R~ , |7 Seln EstRef L1 564 C-7.d - Chl
- R ] Soin Estitef L1 364 C-K3d - DL
‘ e = — 9 Scin Extiel L1 568 C9.Jod < Chl
b= === =" 10 Sals EstRef L), 88 G0 bod - Chl
00 2.4 50 15 100 125 150 vudlrator

~ Tailing Facrl1 4% —

i3

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



2111120160933 23am Page1/1

BHMADZY
LabSolutions L'1
56 dias
<Sample Information>
Sample Name ;
Sample 10 : Soin EstRef L-1 56d D-1
Data Filename : Soin EstRef L-1 56d D-1.icd
Method Fllename :
Batch Filename © 151116.kcb
Vial # 128 Sample Type Unknown
Injection Volume : 25ulL
Date Acquired - 1171572016 4:34:21 PM Acquired by - System Administrator
Date Precessed - 11/21/2016 827:16 AM Processed by - System Administrator
<Chromatogram>
PeakPurity

L] b
Retenlion Tene : 5,520 min
Compound Name : Comp Relac A

0,0+ — — -

25
D4 Rt .
T e o o {1 o
508 570 575 a0 SRS 5.9 598 6,00

Irpurity Dwsected a1 5,64 min o
Pesk purity Index 0,120228
Single poine threshold 1, 00000
Minlmum peek punty mdex £20778
() 2
Retenlion Tane (11,265 min
Compound Narme -1

00— _ ——————

100
2.5
— ’ ' . = =
10,78 15,00 11,28 11,50 1.75 12,00
min

togurity Detocted o 12,03 min
Peak pueity index 0,)41286
Sitghe point theestold 1000000
Mirtirum peak purity index 456753

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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—Awansy -
ol CabSolutions L-1
56 dias
<Sample Information>
Sample Name ]
Sample iD - Soln EstRef L-1 56d D-1
Data Filkname - Soin EstRef L-1 560 D-1.kcd
Batch FlFGM : 151116.cb
me - )
x\.)e'c?lonVNm :g'sp L i
(25U
Date Acquired T 111572016 4:34.21 PM Acquired System Administrator
Date Processed - 11/21/2016 9:27:18 AM Proeeeeegy by Systam Administrator
N S—
<Chromatogram> :
Sursmervt Coeposnd)
: o £
& : ) S 1 Soin EstRel L. 566 D-1.1ed - On1
=l é s~ 2 Soin atitel -1 %6¢ D-2 Jed - Chl

3 Soln Estitef L1 566 D-3 Jed - Ol
4 Soln Dutief L-1 360 D4 Jedd - Cal

|5 Soin EuRelL.] 56d DvSed - Cal
6 Sofn ExRel L-1 %40 D6 Jed - Chi
7 Soin Dafef L-1 $6d D7 led - Crl
§ Soin FaRef |1 $64 D-8Jed - Cal
9 Soln EaRel L1 56d DWlcd - Chi
10 Soln EstRef Lal 36 D)0 fcd - C1

HINSLT B0

{

anple Nare. Rt Yime Asea

'lm

{

£E

i

i
451
T
i
:&x

=y

L woww W v

2

‘_
&£
©
§
;
sl
A
L
E24
1|
=yt v v W v v

B3

£
|
|

£ ¥
%
;

{

i
sﬁg
FEFFL
Q‘i!

==

i
:
=

EERE
| "?F“;. |
ey

| Frroere

ST T— I ! I L3, M7 B ¥
! t | l?} -+

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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20M22016 12101 pm Paga 1 /!

Ml Cabsolutions -3

. .

Inicial

<Sample Information>
sm' :f:m : Soin EstRer -3 Inicial-t
Data Fiename - Soin EstRef I3 Iniclal-1 lod
Batch m 031018.1cb
Vial# 1143 Sampla Type Urknawn

Irjection Volume 10 1L _ :
Date Acqured 102016 11:56:31 AM Acquired by System Adminstrator
Date Processed 10472016 8:13:28 AM P by - SystemA

¥
< = T AT
Sarvrzey| Compvend|
AU 5
vt
[ 5&9"'&2‘ I 1 Sk el 15 Isizalet lcd - Chl
] Pl 2 Soba Daflef 3 Inboud-2 Jod - Chl
1 |3 S Fmfel -3 Inicad-1 fod - Uhl
Lo | A Soln Esfte( 35 Inaciel4 Jod - Chi
| § Sobs Exlief 13 leacd -5 Jod < Chl
| < |4 Sek Ewlef 1.3 Imced - Jod - Chl
4 $ & AR — = <10 Soks Exdtef -3 Ireciad-Vicd - Chl
| 3R = S 8 Sk Exflct ¥ raciah lcd - Chi
2000 = AT = — # Sobe Extief' b3 Iricidd ¥ e - Ch1
L $0 Scls Exthef 1) Irscid- 1040 - Oh)
1 2 ) 4 $ 6
"
< PIW > moaezs
e : o o, NG Tob Fchot 95, s T 36
-3 e | bd 1 286 a8 il 3%
i B 2n 5333 (KN o
T ke h::n“i.b e 3 bl
S Qn'qn-sg g: ;ﬁ 12! b
Sain Cakef|-) hxiako | Pl 130 s
,mwx-; giskT bl 26 a4l LI pLas
%Echvw i b P ALl |5 Hn
Sob Eal l)hmww g 0 0 2011
[Sakn Eakef -] bciat-10kd ] i) [NH M. |
oo Zf Pl 12 W
SRSD [0 3088 10063 e ’jm
Ulekmen i gu T I8 b3
Stavbad Devimion 90! (2] 1 i
PesicPuriny
1w 1
Necrtion Tire 2425 min
Cormpesnd Nams:  Impurezs ge -3
ap — —— | P
as
= . . _ ey
150 238 b7 268 270 27 b3 1 288
mn
I Lesected at 286 min
Poak praray e 45032
Serghe poeat threchoke 1000060

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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mamsacand
LabSolutions |-3
7 dias
<Sample Information>
Sampse Name 3
£ ] : Soin EstRe! |-3 70 A-1
Dota Filename . Soin EstRef |-3 Td A-1.0od
Method Flerame
Batch Flerame  © 101016.kc
12 Sampie Type Unknaan

'Nmﬂ' 18/10'20166 £8.10 AM Acquired oy System Admnistratcr
Date Processed  : 10/10V2016 7.04.11 AM Processed by . Systern Administrator
Y >
<Chromatogram>

0o
[ 1 2 ) ‘
amwh Norpe Snpreza g 3
‘al:wu | e o 1)
GiEEhARE :
S ..mlk Ak bl 1 3
g §
e At =
i {1 M A b i
S Ptk 11 74 A-10 e e
»

&sw |.txh'
Muaumen ?

o i
[ 4
Nertice Tere I3 mn
Compound Narez - Impureza de =3

o4
o

148 i 29
rperity Descsad 11 253 sy
Poek parity ek SAMS
Single poret theeshido 109400

im0

-
o4

A Taling Vecwor(10%%)
i 03!
43300 P,

I L3}
3. 0y
1] 0y’
Fa2 1.3
IT68 0%
mA 14
} (K
3242 =
AIXT3 13
g :1.7'11‘
fg n: !
1587 0,
Py
183 LN

| Soby EgRef 13 Td A1 k2 - Chl
3 Seta Waief 15 7d A-2 &kt - Chi
) Sola Eitef -5 Td A=) &l - Ol
A Sola Wuitet 1-3 Td A4 ke - Chl
3 Sols Eafiet 3 T A4 4l - Chl
& Solbs a3 7d A-bd - Chi
7 Sols w13 TdA-T - Chil
¥ Soda Epfief 13 7 A-K kd - Ch)
% Sol Lssf 13 7d A9k - Chl
10 Sobe Pathet -3 M A-10 kd - Ond

earbr of Thesroacal Hml:f‘l;;’

4L m
LU

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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2122016121816 pm, Page | (]

] SHmaAnIU

ull Cabsolutions -3
7 dias
<Sample Information>
Sample Name
Sampie 1D : Soln EstRef 1-3 7d B4
Deta Fllename  : Scin EstRef -3 7d B-1.lcd
Method Filename |
Baich Fi (101096 b
Vil # ;123 Sample Type : Unknown
Injection Volume 10 ulL
Date Acquired DIV1072016 9:11:27 AM Acquired by | System Administrator
Date Processed - TV10v2016 9:17 28 AM Processed by . System Administranor
<Chromatogram>
“arooend
POA -

AL

| Sofey ERel 1.3 76 B Jod < Oh1
(2 Son EuRef |3 76 025k < Ch)
3 Soln EsRef 1.3 78 B3 Jed + Ol
4 Sofn EMRef 13 18 Bod ot - Ch1

w008 | /5 Sol EMReri+3 70 B3 % - Chl

6 S0 EaRel -3 T€ 1162 - Chl
|7 SoWn ButRel 13 T8 -7 fod - Ohl
— i S 350w BRel ) 7€ D8 é - Chi
{ —_— = 9 Sol DatRef 1-3 T8 018 4 < Ll
o= Y 10 5ok Daitef -3 Td B-10.kd - Chi
1 3 1 4 3 &
nn
o) i imprazs e 3
IDIGMM..
e ¥ Norve, Ret Time | Ares | Tadleg Enrie| _ Murmber of Theoneical Marel L 5P
e G L L 18 Jekas N 13
Eathet |5 7d -2 bod b zitg, b4 I £
v 1) o -k b 7 Bl Ik : {3}
n 33 . Y Aol ?ﬂ
s i . s
Satm t§§m 3 e 8 v 10°
S §o i i
‘:ﬁ-w»mmu P15 X 2;3{
"s.'rzn = : kz B (l"l‘: »'I‘E !'lipl
Mo '2; Joka3: it e
Saedard Devatin 115 ik a1
Posk Mty
[ N
Rexrtion Tire 11520 mn
Cormponrd mourezs ge 3
04 - - — -
al £
- P— o
244 1% 9 im 18 N pA ] b3 [1] 1
Inpariny Desecrad 1 255 min m
ok parey e 250
Srghe poent threshold 199000

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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2122016121864 pm Page ! /)

_erALDIL
LabSolutions -3
7 dias
<Sample Information>
ple B
Sample ID 20ln EstRer 1-3 7d C-1
F - Soin EstRef 1.3 7d C-1.lcd
Method Filename -
Banch Filename 101016 icb
Vial ¢ 1-43 ple Type L
mmw ':gf%mw 11:18:18 AM Acquired System Administrator
[ v Ml-N . m
te 10¢10:2018 11:24:19 AM PM System Admintsarator
<Chromatogram>
Seremryv Corrgensd |
PDA
M
1 Sote Estier -3 74 C-1 bed - O30
r ] 2 Sck EstRef |3 7d C2 4 - 01
~ ©3 Sole EsfRed 13 3 O3 had < M
" N g 8 A Sols EstRal 13 M O bad - C3)
1 3 - S |3 Seln Esef 13 7 C5 Jad - CO)
:gg & Soln Estied 13 N C60d - O01
= ;L ] |7 Sedn FatRef 13 7 C-7 bad - 01
| e . s coet L B Scke Betict 11 7 C8 bd - CR0
— e L o # Scke Extief 1) T CH0ad - 41
0 L= Sty ot 10 Sole EnRef b M O ded - Cnl
9 ] 2 ) ‘ 3 o ' 3
men
i1 Com rowemers
5 St _ Teibeg F | Namber of Theorstical st LS9
R e e Tiog "?ﬁm i 1 ioanos e
i ket 1) M tz Iad 28 2] - 207
Saln Eakel 1) M C-3ad 26 1% 1.0 N
| Sakn Bkl 1) M C4lad 6 g.\) ax i
Soin Lukel 1.3 M C-8 bod 26, Mg 0o il
sa-g-mu«;u 4 i ) ax 6204 ‘l}
Sol EaRef |- ;1 2 4 oty 12! ! 0
i mg j i.f o [T e
\ 8 ,a“ 3 fedn 16 Ll 0y
Sab Eathef1) M C-10ed b =488 0y R 30
Seai}) u”ﬂ ||"“ 144'£' - 45}
Murren P 22571 0% »
Stedare Dcvataom an 149514 03 o
Posk Purry
[+ 1
ll_nulu-hu (34N mn
Lot prezs ga 13
00— — - —
g
am
A0
¢
243 20 258 180 268 bA s m 248 2%
Irgparny Dewced 01 2.50 mny ool
Peak party mden 0834323
Sirghe poent throbobd 10000
Al rimam resd mein s AlesrT

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



CeamAny
u‘ LabSolutions

<Sample Information>

D . Soin EstRef -3 7¢ D-1
Data Filename  : Soin EstRef |-3 7d D-1 ked
Method Fiename

Balch Fiename  : 101016.kd
1 1-63

2001212016 127440pm Page 1 /1

-3
7 dias

Sample Type Unkngan

Injecton \olume © 10 uk ; :
Date Acqu S 10102016 1221:42 PM Acquired by System Administrator
Date T 1002016 122743 PM Processed by System Adrrrestrator
— . ﬁs
<Chromatogram>
Surrran U cerposnd)
oA
AL
| Sobn Datief 1-) 24 D1 kg - Ol
a0l gﬂ B 2 S Extel 13 74 D2 ke - Chl
i - Tl 3 Soln EuRef 13 38 D3ked - N
B & Suln EstRel 13 28 Dud 0 - Chl
2% 3 /' Suln EstRef 13 36 D5 &d < Cb)
Q.05 o5 B~ N 6 Soln EuRef 13 8 Db ko - Chl
{ | £\ ] 7mummum.m.;::
l . A et : =L 8 Son EdRef -3 18 DE & - O
= = =5z _'q-: e —— — 9 Sty EMRef 1-3 18 Db - O
L A I s == 10 Soks Evlel 5 9 -0 bt - O3
] 1 2 1 ‘ 3 * Bleel;
nn

TAS0]
an
|

Hctamee Tine 240 mn
Compeensd Norsc lmpureza de =3

an —

A

133 A 43 pL
» . Deteond 2,98 o

Pexc punty Inde (0B84
Sizghe prievt saeydold

- 1.0000%%
Munirsan pesk parity (nden BELL L

Asn
: LE. 14
2 0.; 431
0k 3

IS

%
=

o

235

sm‘i: i
3|94 fr
w2031 i
‘g" Yaibde u'ﬁ
T 16 ol s miotade )
ja X b
29008 o4 Ml
Pook Purky
1%
"y
1]
2 |
‘e
1A m s iw bl d
"nn

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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3111072018 16:3204 am. Page 12

M ADZY
il Uabsolutions L-7
Inicial

<Sample Information>
Sample ,
Sample 10 - Scin EstRef dil L-7 Inicial-1
Data me - Scin EstRef dil L-7 Inicial-1.icd
Method Filename -
Batch Filename  : 241016.icd :
Vial # 3204 Sample Type . Unknown
m' Acquired - 10/2412016 3:14:26 PM Acquired | System Administrator
Date Processed  : 10/31/2016 10 1 40 AM Processed . System Administrator
<Chromatogram>
AU )| 3
o002 | z 3 ‘ l

, -

e W |

Al (i =S
4035

E FSATE NETRTPYIR REUTRNTER S 1 Sol EstRed dil'Le? Incial-] %od - Chi

0 s 10 15 20 0 35

min
<<PDA» *
“"”“W ﬁm
saw oLl o.é
2 000! 0,000

% ’ i
K 0ol 0

ID&2

) =

- ——

mwan! ;

1524 ]

Sl i 'Ml..l%:'l" .Aﬁa.,,fmt.ﬂ.ﬁ%

m_'!‘mﬂ"gbh-: R Ve

e
I % 12

00

T —
a1

e@*} ’Bﬁ :

E—) X
= ,,o.n}d.té__ l:
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31102016 103208 am Page2/2

10w 1
Rescntion Tine 4597 mim
C Name o, e
0.0+ = — —
S
A1
. — — =" - 0
4 4,50 455 an0 488 4.7 L) 430
mn
Impanty - Detecied 1 4,79 min
Peak parity indes (0858220
Simgle puial Dreshold £ 100000
Missmvem peak purity index 14179
1Dv ]
Restontion Time 6443 min
Compound Nama 7o
00 — — —_—
a0
05 24
— = . . . deind +— 00
025 )0 638 640 6,45 &5 638 6,80 LX)
nin
Imparity : Diesootod a1 6,69 min
Ptk purity index $0,209002
Sagle pot Breshold : 1,000
Misimum peok purity indes TR
1w 3
Retention Time 19204 min
Compaund Namw L7838
0.0 —_— — —
s
2%
| N—— ——— . At . v 0
19,150 19,178 19200 19229 19250 19275 19300 19325 19350 19375 19400 19423
min
npanity : Dovocoed 31 10.4) mn
Teak purry mdex 0,7089201
Sangle poent dhresbankd 1,000000

Misimmues pesk purity index 1290798

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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3IN020161014163m Page1/)2

‘ WM ADDY 'm. L-7
Inicial
<Sample Information>
Sample N .
Sample le : Soin EstRef dil L-7 Inica-1
Data Fidename . Soin EstRet dil L-7 Inica-1.lod
Method Flename : =
Batch Fiename  : 241018.kcd
Vial ¥ 11-14 Sample Type - Unkncran
Injection Volume 20 ub
Date £ 1072472016 31426 PM Acquired by - Syste Administralor
Date Procassad | 103172016 10:08:37 AM Processed by Systemn Admensistrator

BN

1 Sl Estlef L9 ebeiet bed - Chl
2 Sl EMRe( L) Iriciel-2 Jod - Chl
3 S EsRel L) Ipizind-d ded - O]
/& Sule EMRE( LY {nicial4 Jed - ChI
/& S EMReT L7 Teiciad-3 4 - Chi
all /| 6 Sl EARe( LT Irbeid-6icd - Chl
Sl {2 Son EMRe(LY Ieisial ) Jed - Chl
;’:"—‘-F??:" 3 Soin EARe(LT Trieinl$ Jod « ChI
A RS~ 0 50 EaRel LT Iniciel 4 fed - Chl
10 500 EstRer LT Indei 10 + Ch|

Tl Fachar(1 083
L

SIIO2016 101418 am Page 212

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



16117201607 1868am Page1/2

BHINADZY
il Uabsolutions L-7
14 dias
<Sample Information>
Sample Name . o3
Sample ID . Soln EstRef dil L-7 14d A1
Data Filename . Soin EstRef dil L-7 14d A-1.lcd
Mﬂhodﬁlanamo 3
‘anaan'c:rnnam :071;16.!:0 Saield e U
i1 : Unknown
Injection Volume 20
Date Acquired :11!7/20161 ‘09:40 AM Acquired by : System Administrator
Date Processad  : 11/15/2016 7:15:07 AM Procassed by | System Administrator
1
<Chromatogram>
Sussmare Compovd)
W T Ee— T T
| B2 T‘Eﬂ I [TTW
WQM.MJJ | ol 1B ! || |
b n.ﬁ.‘ll: ‘II“ I!
-~ 0 |
D005 - \ ' e
 —— e L _ s 4 1 Soln ExtRef dil L-7 14d A-Lked - Ch1
0 s 10 15 20 b1] 30 38
in
<< PDA >
1091 G

Sﬁl&ml L2 TAd AT led

T8

} CE—

| Standecd Deviation

158



1w ]
Retention Time S0 mm
Cotnpound Name o Age
08+ ——— ——
BN
455 450 4,08 4am 475 450
Inpurity . Detocved o 4,54 min
Peak purity index : 0.466782
Single point theeshold : 1,000000
Minimure peak purity index 133217
D9 2
etertion Time - 6,643 min

Compouad Nase o7o

1938

0,0+ — =
0,8
Y [ o1 &
lespurity Detected o 7,10 min
Peak index 0345968
Steghe point theeskold 1,000000
Minissarm paak perity index 651031
(b 3
Retensson Time 19,281 min
Compoend Name Cra’ T
00§ —_— =
A0
1915 19.20 1925 19,3
Imparey - Detected a1 19,15 min
Poak parey mden (OR3ISTR
Smgle pont Sireshold 1,000000
Minsmum peak parey index 1168422

1611/2016 071868 am. Page2/2

-$
——tr—t—— —T
450 4,95 500
min
-—_— = 50
2,4
= —— o0
&9 0 LA
min
———— +23
|
22 = —_—-d0
1940 1945 19,50
il

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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201120160806 47am Page 1/2

‘ mlm L“7
14 dias

<Sampie Information>

g.ll"l:: gomo Scin EstRef L-7 14d A-8

Data Filanamsa ; Soln EstRef L-7 140 A-8 lod

Method Filename
Ootoh Fignome - 07444k Lok
Ve ¥ 12

 Unknown

: s;m’ mmm

1 Sobn EstRer LT 144 A-) g - N1
2 Sobn BstRel L7 134 A2 bad - OM0

X Soln DeRaf 1-7 144 A-5 bad - O3 1
4 Sotn BaRel 17 134 A4 bad - CA L

S Suln EstRef L3 144 A-5 3od - Oal
6 Sdn EaRel LY 134 46 bad - 01
T Solo ERel L-7 144 A7 bt - 8
& Soln EsRef L) 184 A5 bad - C8)
0 Saln Fatkef -7 134 A bat - ol
10 Sain Exthef -2 144 A 10 Jod - 81

8
g
¥

Naew Tire | 4
ey *HWN = :w e Ty «-nw,: Tbog, Facani 19%] -
aly EsRef LT lod ] 47 1 3.
ol 7 7 — A7 1 —— =
TR —
S Ey ; B Jm— 55 )
ot Ellef -7 M A7 fod 1.1'. 101%¢ IR i
N T 71 11471 B
ot badlet L7 148 A4 1od A7 {
Sl $alled 1-T M@ A1 Jed 47 11 13
b — — I L ,7@:7’ R '%
1 3 [ '}
47
ol

i
[y B

F

g

Sawwnle Nyow | Fer Tine | L T Faann (1S

(e
|

-

$rrre

EESPEREER)

£282

e

yea

[i RE2EZER
o

AR ot ol o

3,
LEZEFEET

AR
haana

¥
Al

k 1 £ KX
ﬁi&l&- : : M:-!!:
! Y T 1 53 ﬁ'&ﬁf
(10 |e7a

_Sehl’m(té; Al

t:i-“

u
BT
11

o —— i )

WM—ET? e Tadies Eactent 1081

o

a4
L7 1M AT

$e

i
i

Sah

21 1/2018 06:03 47 am. Page2(2

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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16/11/2016 0721 37am Page1/2

HeMAOZL
il Uabsolutions L-7
’
14 dias
<Sample Information>
Sample Name :
Sample ID - Soln EstRef &l L-7 14d 841
Data Filename = Soln EstRef ¢il L.7 14d B-1.5cd
Mathod Filename
Balch Filename  : 071116.lcb
Vial # 1244 Sample Type . Unknown
Injection Vielume - 20 uL
Date 1 11/7/2016 5:38:38 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed - 11/15/2018 7:15:14 AM Processed by Snbmhdmbtrabr
- 1;—}; O
<Chromatogram>
Semmenryi Compound|
i POA =
oeomo‘_ £ | '\
g;‘ | 2 ! | p
a1 Il |¥
o.ooo)s! S lﬂl\ |
; LI :
awe | i SolnEaRer&ILT J4d B led - Ol
0 s 10 14 20 28 30 38 ‘
- 4 | BN | -
< PDA >
1) mw;«m .
S e G LS 134 B i :IS‘l'kNlm: Ru.nm: ] AmmT Iliufmlm' 1 S"hg
Y TR T
| Maximum 1
Mon ]
| Ssandard Deylation 1
1042 Commonnd 70
mwaumum fosmitions iy
| Maximus | '
Mlnin-
—_— l
lD!)ﬁmd&r\a_.n L =

Sl EstRef il L7 14d 8-1 Jed

} e ———

k N




Lt !
Retention Tane 4,917 min

151172016 07:2137am. Page 2/2

Compourd Narmw Compuasto Relacionado A de Serzotiadiaring

0,0 — — —
5
445
Tppp——— e ey v - S — v )
475 450 A58 an 495 500 08 0 518
s
Imgunty Detecied ot 4,74 mm
Peak punty index 0,056593
Single point threxhold 1,000000
Manimum peak purity index SOMO0T
e 2
Retention Time 16,977 min
Comipousd Nasse | >
00+ — _— %
028
——— yemtt v — 0
03 69 w kA 72 3 14
mn
Impanity ! Deteosed ot 747 min
Peak pursty imdex 0668348
Singhe pomi theeshuld 1000000
Minimurs peak pority index 3318
D¢ 3
Retention Time 219,354 mmn
Compownd Name =78
0,004 — ——— — 3§
0,05
— . : s O
19.25 1950 19,35 1940 1945 19,50 19.55
min
Imparity : Detected a1 19,22 mis
Peok panity ndex 0955316
Single poumt threshold 1000000
Misienom peok gairiry inden AR

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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IRIZ0I6 06 BE4Yam P | (7

il Uabsolutions L-7
14 dias

<Sample Information>

s-m'n'ﬁm ' Son EstRet L7 14d Bt
Data Flename - Son EstRef L7 14d B-1.kd

Memod Flename

uu-rm 52-761116.&9

monwm- 1200

Date Acquied . 11/7/2018 6:14:01 PM Acquired by : System Administralar
Dale Processad :11"&‘2016&5&35” Processed by : Systeen Administrans

SN T
<Cl

E

IS&WL“IM -1 Jed - O

7 Sobs Eaiet 17 140 BJM Chl
A Sobs Evilef L7 144 B-8Jed . Chl
# Scls Essef L7 14d BAJed - O01
10 Scle Eviief L7 144 B304 - Chl

1IN 12016 065847 am Fage 2/2

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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16112016 072606 am Pags 1 /2

B MADTY
ll Cabsolution.. L-7
14 dias » e o
<Sample Information> 1ed
Sample Name ! s : ';_"‘
Sample 1D : Soin EstRef dil L-7 14d C-1 »
Data Fllename  : Soin EstRef dil L-7 144 C-1.kcd
Method Filename
Batch Filename  : 071116.kb
Vbl 12415 Sample Type Unknown
Injection Volume : 20 uL
Dtt. Acquired T 117802016 12:07:54 AM Sys!am Administrator
Date Processed @ 11/15/2016 7:23:44 AM Proeemd : Admmwuor
- 3
<Chromatogram>
SustmaryComeownd) st
Jats
—— $- DA -
1 ! l§ ’2 g || ™ ?
\ | g ' f | | %
l \
| Wi |
-o.oooz;} Sl ;\“ ;l‘ 1
| " | )
Y ; e NP __v,,_‘L i S T 0 |1 Seln EstRef dif -7 14405 led - Onl
0 s 10 15 20 2 0 31 yinina ator
o ALHEL AN
i e
Ade 3 £ L -
is"" s e ekl ,smmm M i ..,Am = ]'llﬁd‘nmlfhi SN :
Studanf Desision f — ) —— )3 7]
;mc:mq,wun iy ' —
Ni Time ! A
%0 wauwmc.lu m s wita ; ! A"}m;. st 1.2] wx}.:.
| =4 —— 1
!mpmm, =g ——— 1} o o0 (1)
J0%3 Comoount Name; 7 D " , o—
ol B LT G e R “.'5;‘1 ""i;g: 'm’"wmﬁf 2
lw { + £ ! o 4 E 3 { ==t
(M 1 I ?0"32 ﬁ",’; 13} ?23!
e T— g —— i
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1w 1

Reteation Time - 4995 min

C Name ¢ Ras Ade Ser

00+ — =
05
) S ——
480 a8 a0 455 500 5.05

Impanty : Detected a1 4,81 min

Poak punty mdex 10, 109763

Single poimt threshold 1,000000

Misimem peak purity mmdex -E90236

D 32

Retention Teme 7,142 pant

Compound Name :,".‘.',

7o
000 - — o
028
695 700 708 7de  74S 120

Lepueity { Detectod i 748 min

Peak pariny Index 0591764

Siagle poant threshold : 1.000000

Minkuum peak perity index 308235

1D¥ 3

Revention Time 19,397 min

Compound Nune “Ts

0.00- — o—
N8
19275 19,300

tmpurity : Detecred ot 19,27 min
Peak party ades 10710267
Sngle paint dyeshobd : 1,000000
Minsmumn pook parky Index (<2857

Fuente:

19325 19350 19375 19400 19425 19450 19475 19500 195285 1959

510

7.2

230

515

740

15112016 072806 am. Fage2/

. e S Y )
520

on
748
=n

n

min

Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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1611/2016 070038 am Pagel /.

Wl Cabsalutions L7
14 dias
<Sample hlonuﬂov
Samgle Name ¢
Bata Flecame % EstRet e :ﬁgn jod
m“mm :071116.kcb
:nu mea. Sample Type : Unknown
Kb 43 Acouired - System Adminisireta
D e | 11153006 70217 AM Processedty :WM«dﬁuﬁi i
——anietas
<Chromatogram>

1 San EuRer (-7 144 C-1ipd -3
2“&!:‘"\.\54\\[”«'-(‘\3
3 Sl EReMel A A Jod +

5 suw'éwd" 4}27

& Soin EaRer 'X“C (2'0~Cb|
9 Seln EMRer <7 134C 2 lod < OH)
10 Sob EQRel 0T MAC (0 - Ol

4

3xh *

16/11/20160706:38 am Page 272

it

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



161122016 0727:18am. Page1/2

BHINADTY
&l CabSolutions L-7
<Sample Information> el
Sample Name e
Sample 1D : Soln EstRef d# L-7 14d D-1
Data Filename - Soln EstRef dil L-7 14d D-1.lcd
Method Filename - 253
Batch Filename  : 071116.Icb
Vial # 1 2-26 Sample Type . Unknown
Injection Volurne - 20 ul e
Date Acquired : 11/8/2016 6:37.04 AM Acquired by . System Administrator
Date Processed : 11/15/2016 7:24:53 AM Processed by : System Administrator
=
<Chromatogram>
Semmarvi Compound)
DA
'%fmoa;j,_ 1315 g |l [
I ||= | o [

{ = )

| 4 ' [ [ | |

| |
000025 — \ \ , } fi4 (0

‘ UM Wl

{ i '

| v\‘ ! "“ |
40050 | W UM

SIS, S R ou_l 1 Soln EstRef dil 1-7 144 D-1.1ed - Cnl

0 5 10 15 20 25 30 s

mﬁi-_, e I

Ll e
2228

E

|
[

—13 | —
ID!JCmn(&:mb“ LTS - -
t s = Tallag F
T e T mﬂ@'—ﬁ‘ T 'mlz'.a}
] — — i | oo% é
! s 10,
&3: : o = IDD1
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16/11/2016 0727 18 am. Page2/2

D% 1
Reterton Time 4,798 min
Compoond Name  Compuas?o Relacionsdo A de Sanzotiaciszing

0,00 — —
<
023
LSS oSt CUPIRCPLITY LI B R ¥ |
455 4 475 430 435 45 a9 500 $.08
mn
Impurity - Detected wt 4,63 men
Peak purity index S1L5953%4
Single pomt theeshold - 1,000000
Minimam peak purity index AMe0s
e 2
Retention Tune 6,783 min
Coenpousd Name : e7To
00— — 50
25
45
} == = e —r—— - 0o
843 a6 665 670 6,78 (3] 6AS 650 6,95 7.0 1,08 RA LY
mm
Imgurity Devocied o 6,56 mim
Peak purity index < 0350408
Sirae polet threshold 1 000000
Masitam peek punity mdex 540501
e 03
Retention Tane - 19287 min
Compoond Name | 78
00— — — — }
0
19
.1
- = o 3 —r : : = 0
19,15 19,20 19,28 19,30 1935 1940 1945 19.5¢
mie
Impurity Denected at 19,15 mn
ek puriry index 0,8653493
Single poine threshadd 1,000000
Aisutig peik plnty Mo R

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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20112006 095328 am. Page | 12

ol UabSalutions

<Sample Information>

Name
muo . Soin EstRet L-7 14d D1
Data F

terame . Sol EstRef L7 144 D-1)ce
Method Fienama
Banch Filename - 071116.0ct
Vial 2 2-27 Samgle Type Unknaan
pacion Volume -~ 20 ul ;
Date Acquired 11/8/2016 7-12:28 AM Acquired by System Admirsstratoc
Date Processed 112602016 9.50 5

57 AM Processad by System Administrator

—ableias

| Sofn Bakef L7 14d DeLkd - O}
2 Sl Exibef LY 140 D2 bad - CM)
5 Sofn BuRel LY 140 D3 Jod - Cx
!4 Soln ERel LT 140 DA Jad - O30
oS Soln EuRel LT 14 DS had -1
| 6 Sokn BuRel L7 14 D6 Jad -Ch1
7 Soin EGRel LT 18 D-7 Jed - C21
- 8 Son EaRel LT 184 D-§Jed - CM1
9 Soln EuRel LT 181 D5 Jed - On1
19 Seb EsRef 1:3 1M B-00 %8 - Lh)

: i
5 3
- §

vl I ||

i ]

) — ?i
e :

W3
An;“ Tiabum Fachor HA)
3 4

— 12|

*3

L3 |

13

2|

#3

.t%

I.:_'

T .:"Tm‘: Tuieg Fazm lis) g

16834 }

b 13

bl =
it 5

2311120160953 26am Pege2/2

ﬁ* E,nm g N e
I Eﬁg 7 14d D Ied
| T D100
7 — f
Masi

(Masioom

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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SINQE010 098618 am. Fage 171

‘ LabSolutions G-2

Inicial

<Sample Information:
Sample Name  © X
Sample ID : Son Aptitud del sistemas G-2-3
Data Flename  : Soln Aptiiud cel sistema G-2-3 ke
Method Fiename St
B“:d: Filename %f;me.lcu o e i
i mpke noran
Injection Volume - 20 WL o
Date Acquired S 102572016 3:59:56 AM Aoquired by . Systern Administrator
Date Procassed - 10/31/2018 $:54:24 AM Processed by : Systemn Administranor
<Chromatogram> N N - —a
swosand) )
04
i & &
AR
LIRS
bl - £ 1 Scks Aetng det sstons G223 led - O
0 s 19 18 m 25 .
iy
O] Coressed Mo Cors Rela
I | Mt Tiee | ;
T T S e R || it

1en
11%2 Conupentd Name &2

L Saamk Nam: | e Tioe | A Resclgtion( 157
ol Aginod el siowena GEZ Il e e Tk, e

i T M1 i
SR — Oy
Staabtasr pIE ] 2207 4
Mizirwam 45 2w, p)
Stdand Devintice. 09 (] pa |
PeskPurny
e o
Retowen T 2200 mn
Compound Nase  + Comp Rets I
000 ——
)
035
S v . °
nA us 256 2 2g ne B2 RN n2 23 B4
 Deweetod 122,37 s i
Peuk prdty s 0612954
Singhe point thresbobd - 100000
Meeioan peok purity indes 383000

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



SHIMADZV
|‘ LabSolutions

<Sample Information>
Sample Name
Sample 1D
Data Fiename
Methed Filename

Batch Filename . %43101&!00

Injection Volume - 20 ul
Date l - 10/25/2016 4:27:16
S 10/31/2016 9:39:35

G-2

Inicial

: Soln EstRef G-2 Iniciak1
: Soln EstRef G-2 Inicial-1.lcd

Sample Type

AM uired
A Mby

<Chromatogram>
AU

000100
Q00074

0.000%0-

104 | Compound NF;Cm Rela F
1ty

Summani Compound)
DA

T Sampke Name | Kﬁ'ﬁ?&: &gln: Resoluta(US#)

311002016 0967 17am. Page1/1

. Unknown

. Systern Administrator
: System Administrator

| Soln EstRef G-2 lnscial-1 Jod - Ol
2 Soln EstRef G2 tnscint-2.lcd - Chal

"3 Soln ExtRef G-2 Imacial-3 Jod - Chl
4 Soln EstRef (2 bascint-d led < Chl
5 Soln EstRef G-2 Inacial-5.lcd - Chl

6 Soln EstRef G-2 Imacial-6.)cd - Ol
7 Soln EstRef G-2 bascial-7 Jed - Chl
8 Soln EstRef G2 laseinl-8 Jed - Cal
9 Soln EstRef G-2 Imacial-d.lod - Chl
10 Soln EstRef G-2 lmsciah-10 Jed - Chl

vl el gl

l.l.l‘g

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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il Cabsolutions

01201608 3242am Page /]

G-2
7 dias

A2

- SoinApti ded sistema G-2
Data Filename SoinApti del sistema G-2 A-2.ked

Batch Flename 21;016.@

20 W
Date Acquired 1172016 12:30:27 PM
Processed ~ 11/7/2016 80004 AM

<Chromatogram>

AU

aoe
0.008

LEL

<t PDA >
0¥ 1 Comenrand Coome Relos F

T'S‘.M‘klm TALRd
M

1
‘sunﬁ,mom
1082 Comopend G2 "
S del e, X AT fr
iy i

izieran

L2 '
Watontion Time 13378 min
Compevnd Nt Comp Relae F

000+ —— —

0284

150 [EN] 152 15)

Impurty Detccted & 1495 min
Penk pueily indes 0598107
Single poiat theexbald 1,000000
M pesk penity ndes 03892

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.

MT\K: %2 RmMim{USFI:
L

Sample Type Unknown

. .
s, g

PDA

15333
15115

= SolnApt del wesrrs G2 A-1 bad - Cht

7 Hesohatinm(L15P)

bl 3

| S -

159! u}mf M
(L4 ) =|
(100 0

i

SIS
-‘§

-
N
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QN 1201608:0808 am. Page ! /1

BHMALZY
i Cabsolutions G-2
<Sample Information>
Sample Name |
Sampie ID . Soln EstRef G-2 7d A-2
Data Filename . Soln EstRef G-2 7d A-2.icd
Method Fiename .
Batch Fliename  : 311016.lco
Vial # 114 Sample Type : Unknown

Injection Volume  © 20 ul

Date Acquired : 11/1/2016 1:25:09 PM Acquired by : System Adminsstrator
Date Processaed  : 11/7/2016 8:00:05 AM Processed by : System Administrator
<Chromatogram>
Sammaryi Compound |
PDA

AU

00010

0,005 1

s »f"‘;‘h"r 1 S ERefG-2 74 A-1 Jed - Chl

2 Sob FstRef G- 7€ A-2 led - Ohl

3 Sols EstRef G-2 T A-3 Jod - Chl

ey 4 Sals EstRef G-2 78 A-4 Jod - Chl

A0M5 = - S5 Sols EstRef G-2 T8 A-S Jed - Ohl

1 T 6 Sols FstRef G-2 78 A-6 Ied - Chl

7 Sol ExtRef G-2 T4 A-7 lod - Chl

& Soln ExtRef G-2 T A-8lod - Chl

00010 9 Soin Estitef (-2 T A-9)cd - Chi
10 Seln EstRef G-2 7d A«10.40d « Chi

<< PDA »>
0¥ ] Comoound ; Come Relac F

S i b
~§§§i§§’&w

Estel 0-! d A?I:d

EEFERE

PR b )
s
z

e o, e, g e 2 et

Lo

£
|
|

%é

oA

R A b
=53

4
llgxlllllllllll

H
S
Y5z

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



071112016 083553 am_ Page 1/1

LeamAnsy
@l UsbSolutions e,
7 dias
<Sample Information>
m D : SohApt ded sistema G-2 B-1
Data Figname SalnAnti del sistems G-2 B-1.lcd
Method Fiename
wsmm ;:13111g1e.u Sk i
A4 roe nknaen
Injection Volume 20 ul
Date Acquired - 11/1/2018 5.31:20 PM Acquired by System Ad
Date Processed  © 11/7/2018 8:31°22 AM Processed by Systen Admenistrator
<Chromatogram> >
SureraniConscend) -y
AU o
ﬂnll)-_
oo
llm: ....... Tl SolnApt del sarscraa 'O-2 1-1 k2 - Ohi
o 5 " " 3 2
nn
D01 Cpemound Nags: Curve Rk
{ “THe T Sarok Mame | el T A ISP
b e G2B L = T3 S e
[ty oﬁ: ;;ug a0
Srancrd Deviin i B 7 [ — ]} =
mcuwuNpm G2 -~ —
} e Norse R Kexahsoe LIS
S sk, CTETR T&Q&g’!{: ';.;
P g "
A & J! : |
Podclenny
|12 1
Rexotion Tane 35,353 men
Compoasd Nemxc oy ielas 1
0%+ — —
11
13
928
e—— el T W e ———— ' i}
150 151 152 153 154 153 158 157 153 1"y
L Dewerd o 14V mn .-
Pewk punty inden 070578
Single peent tocaboly © 1000000

Misireen posk gerity [aden - 290289

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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07M11/2016 081130 am. Page1/1

SHMaAnZy
il CabSolutions G-2
7 dias
<Sample Information>
Sample Name
Sample ID : Soln EstRef G-2 7d B8-1
Data Filename  : Soln EstRef G-2 7d 8-1.icd
Method Féename
Vial # : :?11'2 o Sampie Ty Unkn
1= a own
Injection Volume  : 20 ul IRy
DahaAcqum 1 111172016 6:26.02 PM Acquired by . System Administrator
Date Processed  : 11/7/2016 8:00.14 AM Processed by . System Administrator
<Chromatogram>
AU
00015
:
|
06010~
1 1 Soln EstRel (-2 7d B-1 Jed - O3
| | 2Soln EqRel -2 7d B-2.Jcd - Cal
00005 3 Seln EsRef G-2 7d B-3.led - Cal
y 4 Soln EstRef G-2 7d B4 Jod - a1
1 $Soln EstRef G2 7d 8-5.lcd - O
3 ~7 b Soln ExRel G2 70 B4 Icd - Ch |
00000 L} 7 Sola EARef G-2 7 B-7Jed - Chl
4 '

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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OTMNR016063607am Paga /)

‘ I:b“fszlwulbm G'2

7 dias

<Sample Information>

SoinApt del sstema G-2 C-1
Data Fllename SalnAps del sistema G-2 C-1 ked
Methed Fi '
Baich Filename - 311018.kd
“1-24 Sampla Type * Unknown

20 ul
Date Acquired - 111172016 10.66.37 PM uired . Systam Adminstrator
Date Processed -~ 11/7/2016 B27.57 AM :’ergmuagvby - Systom Administrator

<Chromatogram>

Surwraey| Conpoend |
! A
AU {
a0 | §

o002

1647

ool

1000+ 1 sumet 3
} o e | SebtAptl del sisteres. G-2 001 ke Ch)
o L) 1] " 2 ]

<t PO >
101 Commpaund » Comn Reb § v

: s | Sarple Nane | Hel Tiog | acdstin]
SobAsi del hiiens -3 C-1ied Pyt “-’ﬁ‘f A“;‘; [ Re—
H Y o SN -
1 : — ;- care
w | 1 1A $183%] -
4 Deeston 1) 0
1092 Comenand . G2
[ : : B T Am | Wkl USP
st e e LS -1 3 A'?ng. sy

>

1 | i
Moiman H CER ”
Ssadusd Disiniin Y — =

FedkPuricy

e )
Reseetion Twve 15,258 mn
Componnd N Comnp Rcfac

08 ¢ — —

4251

— - . . —— e
e 151 152 153 154 1na " 141

L
Irngwiity Dedectad ot 1495 fain :
Peak parky ks 4712860
Sarghe peant threshal d L0080
Mazmam pesk purity odex 280300

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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07/112016 08:1206 am. Page 1 /1

3 smaADZU
il UabSolutions G-2
7 dias
<Sample Information>
Sample Name :
Sample ID : Soln EstRef G-2 7d C-1
Data Filename . Soln EstRef G-2 7d C-1 lcd
Method Fename .
Vial # & ; ?1212 ks Sample T Unk
1 1- a - Unknown
Injection Volume 20 uL ol
Date Acquired : 11/1/2016 11:54:20 PM Acquired by . System Administrator
Date Processed  : 11/7/2016 8:00:20 AM Processed by System Administrator
<Chromatogram> <
Summary Compousd)
PDA —
AU

11 Soln EstRel G2 TA C-1 1o - Chl
— —rr——1 2 Soln EstRel G-2 70 C-2ied - Cal
T | Y Soln EstRef G2 7d C-3 Jod - Chl
- |4 Soln EstRer G-2 7d C-4.Jcd - (1
—_— < Soln EstRef 0-2 7d C-3.Jed - Ch
== 6 Soln EstRef G2 7d C-6.1ed - Chl
T Sols EstRed G2 7d C-7.ked - Ch)

& S0k EstRef (-2 Y C-8.0ed - Ch)

5 Soln EstRef G-2 M C4 Jked « Chi

10 Soln EstRel G-2 7d C-10.0ed - Chl

5
min
((H%A»

G Come Relag ¥ X % - —i L
sraing T Semoky Name | ReCTioe T A | ResalsiiorlUSF}
Sl B 02 I a1 =2

EstRelG-2 1 C-glod (£ S— ) -
EEgec = :
U EMRAT O3 T A 1 Bi— ! = 3
S " —
| Soln EstRef (- 7 (-4 1 — ) 3
[ 27 C9'1cd Y} — 2l =
W G2 74 C-100ed ) lg’g. =
{ = 0633 @i i
Magmen jﬂjﬁ 5:’13’ 000
's“#ﬂf'iogm 0o 385 3

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



071120180847 10am Page 1)1

ATy
iubSoiuuono G'2
7 dias
<Sample Information>
Sample Name ¢ "
[s] . SeinApt del sstema G2 D1
Data Fllename SelnApti del sstema G-2 D-1.0cd
Method Filename -
Balch Filename 3110160
Vial 2 1-35 Sampie Type . Unknown
om'noqvgo"a" 'ﬁn‘}mtui?sﬂm Acquirad S
ul t ; m ACminisyator
Date Processed 11/7/20168 826:53 AM Proocmg'w ! SyY:m Administrator
<Chromatogram>
Sermarn Compound |
Al = A
&
010
2005
L oy meraar erwmwca e s et | SaluApti del s -7 D41 ke - O0
o s 113 i 2 bi
nn
o P >
11 Copmpeand Netwe: Corn Rclaz F e ——
I T ST ———— : :ﬁ: Frie SR
= T i 030 0,00 0
s 1 3 : }; 1 mm: ““'f_
Stndand Devtwioe 1 1 [ 0 3
02 Commmiand Namee. G2 S Moo T WY Reihtany
L TN ———— 7",,&_‘ Aﬁ'}fﬁ e ”’:,;
zom ! p— (1 !
e °”;°§

- —

o I
Rewrthm T 15333 mun
Conposd Narw Cuoony Redac F

ue —_— — —
n
25
| S SN - 4 _aY
1 1K1 18] 152 154 s 154 17 154
Ireparey Dexciad 1 1502 s o
Peak punty Index X258
Singhe poent tudobd - 1,000000
Mizsrzan peak perity indes LTS

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.
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291120160704432am Page /1

SeHMADIY
il CabSolutions G-2
7 dias
<Sample Information>
Sample Name %
Sample ID : Soin EstRef G-2 7d D-1
Data Filename . Scin EstRef G-2 7d D-1.lca
Method Filename -
Batch Filename - 311016.icb
Vial # - 1-36 Sample Type : Unknown
Injection Volume  © 20 ul
Date Acquired 117272016 5:22:40 AM Acquired by * System Administrator
- 11/7/2016 8.00:26 AM Processed by - System Administrator
<Chromatogram>
Sunn-\':gx-oamll
AU IOCE A
e
8- el d
/ 22 E—— 5
] -
00015 g3 N
. ST
00080 !
. | 1 Soln EMRef -2 7d D-1 lod - Chi
<1 o l':' Lo | 2S0ln EstRef G-2 9d D21ed - Ol
06,0005 ! 7w B T~ 1 3 Soln EstRef G2 70 D3 led - O
| = 1t e i Sere— =iy o ~4 Sobs PstRef (=2 7d Db led - Ch1
{ 3= £ sl i =t 7§ Soks EstRef 2 T D-S.bed - OW]
| #1_ 5 A —Ty " § Sol EXRAI G2 14 D led - Ch1
I = e L S Soin EstRef G2 2 D7 Jed - Ch1
0000 1A = = T <7~ % Soin EstRef G2 78 D8 Jed - Ch1
1 v 9 Soln EstRef -2 7 DG dsd - Chi
1 L399 nianic o] B R 10 Soln EstRef G-2 7d D-10.4¢d - Ch
0 10 15 20 2%
min
«P'DAaw
4] Comocund Nams: Como Retac F 3 o e
& N | Arca
“Sak ExiRaf G370 D 1dcd - 1 Sample Name Rnhrr; i 1§ _ Rewhaon(USP) B
(St EstRefG2 0 D-2led S: ) @" =
; Ref G-2 7d -} i =
[Soln EstRed G2 7d D4 ledf ! =,
i EReL G2 Ca— ———
SiseeibE =
Seln .48—.2 .ﬁ =
sl :
! G2 7d D-100ed -
e i -
M ) | 1 p
Stendud Deviaticn = = =

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de Calox de Costa Rica.



