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1. | NTRODUCCI ON.

Hoy en dia en el control analitico de |os nedi canentos se requiere
del desarrollo de nétodos analiticos apropiados que cunplan con ciertos
par anetros establ eci dos para su aceptaci 6n, una de las partes inportantes
con las que debe cunplir el nétodo desde el punto de vista regulatorio
son | os requisitos de Validacidn

Es por ello que la validacion debe considerarse en cual quier
procedimento analitico; siendo su esencia el denpostrar que e
procedi m ento es conveniente para el propdsito destinado.

Debido a esto es necesario el desarrollo de netodol ogias analiticas
gue sean capaces de lograr una cuantificacion confiable del activo conmp
de sus inpurezas tal conb |lo establece |a Guia de Validaci 6n de Mt odos
Analiticos del Colegio Nacional de Quimcos Farnmacéuticos Bio6logos
Méxi co, A C., Edicion 2002.' El papel entonces del desarrollo analitico
en este aspecto es clave, encargandose de la inplenentacién de
estrategi as netodol 6gicas que sirvan a la elaboracién, optimzacion y
val i daci 6n de métodos analiticos que reflejen una nejora y ahorro tanto
en recursos cono en producti vi dad.

Debido a que por |o regular las inpurezas se presentan en
canti dades del orden de mnmicrogranbs por mlilitro; es necesaria la
utilizacion de técnicas que permtan al canzar este grado de sensibilidad
y elimnar las interferencias que puedan entorpecer este proceso de
cuanti ficaci 6n.

El presente trabajo se encargo de explorar las alternativas que se
pueden utilizar para cuantificar Testosterona y sus inpurezas (sustancias
rel aci onadas y productos de degradaci 6n) tanto en materia prim conpb en
suspensi 6n parenteral de |iberaci6on prolongada, y asi encontrar aquella

que cunpliera de forma rapida y confiable con el objetivo planteado.



Para el desarrollo de este nétodo se utilizé conp base un nétodo
validado en el Centro A F. de Estudios Tecnol 6gicos S. A (CAFET) por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) utilizado para la
val oraci 6n de Testosterona en wuna forma farmacéutica de |iberacio6n
contr ol ada

El nmétodo desarrollado en el presente trabajo consiste en un
andlisis por CLAR que utiliza un equipo isocratico y es mas accesible que
| os métodos farnmacopéicos reportados. Se incluyen dentro de éste trabajo
las etapas de desarrollo e inplenentacién del sistema cronatografico,
procesani ento de nmuestra y validaci 6n del método.

La falta de una norma que regule |os métodos de cuantificacion de
i mpurezas pernite basarse en las guias elaboradas por el Conité
I nternaci onal de Harnonizacién (ICH?2*4%6 en la cual se describen
estrategias a seguir para el desarrollo de este tipo de nmétodos.

Los nét odos f ar macopei cos report ados par a i mpur ezas de
Testosterona”® se basan en la cuantificacion de inpurezas del tipo
asoci adas al farmaco (sustancias relacionadas); dejando a un lado |as
posi bl es inpurezas generadas a partir del proceso de fabricaci6n de un
nedi camento (productos de degradacién). Debido a esto sobresale Ila
inmportancia de encontrar un nétodo capaz de abarcar este tipo de
i mpurezas y cuantificar el activo.

Cabe nencionar que para |la valoracion de Testosterona conp materia
prima y producto existen métodos farmacopeicos”®° (solo en la referencia
9 reporta un neétodo para suspension de Testosterona, en |las demas son
aplicados a valoracion de materia prina) que utilizan |a determ nacién
por espectrofotonetria al UV; para los fines del presente trabajo se
tiene la necesidad de un nmétodo capaz de cuantificar Testosterona y sus

i mpurezas con mayor exactitud y precision.



2. CGENERALI| DADES.
2.1. Cromatografia.

Se define Cromatografia conp el proceso de separaci 6n de sustancias
gue se encuentran en una nezcla, por nedio de un proceso de mgracion
diferencial. Los conponentes son transportados por una fase mivil vy
reteni dos sel ectivanente por una fase estacionaria.

Esta técnica se desarroll6 a principios de siglo XX, con |lo que se
l ogr6 | a separaci 6n de sustancias que se encontraban en una nezcla.

El nonbre cromatografia (kronos: color, graphos: descripcion) se
debe a que las prinmeras separaciones se |levaron a cabo con pignentos de
pl antas, |os cual es se observaban cono bandas coloridas. En general, la
cromatografia es un proceso de mnmigracién diferencial en el cual |os
conponentes de una nezcla son transportados por una fase movil (gas o

liquido), y retenidos selectivanmente por una fase estacionaria que puede

ser un liquido o un solido.?*

2.1.1. Division de la Cromatografia.

La cromatografia puede dividirse en |as siguientes areas general es:
cromatografia de adsorcién, de exclusién, de reparto y de intercanbio
i6onico. Estas técnicas no deben confundirse con I|as operaciones de
| abor at ori o; por ejenplo, el reparto puede hacerse sobre pape
(cromatografia en papel), en columa (cromatografia de reparto, de fase
inversa y cromatografia de gases) o sobre una capa fina (cromatografia en
capa fina).

El fundanento es el misnpo, el reparto, pero la forma experinmenta
en que se realiza es diferente. Adenmds debe considerarse el tipo de fases

presentes. En todos |os procesos cronmatograficos hay una fase mbvil que

pasa sobre una fase estacionaria. El soluto se distribuye entre |as dos



fases y la razén particular de esta distribucién es |la base del sistem
cromat ogr afi co. 13

De igual manera se puede dividir a la cromatografia de acuerdo a
estado fisico de la fase novil y la fase estacionaria, y por su nmecani sno

de retenci6n tal conp se describe en las tablas 1 y 2. 1112

Tabla 1. Division de |la cromatografia de acuerdo al tipo de fase movil.

Nonbr e Fase Mvi l Fase Estacionaria

Cromatografia .

Gas-Li qui do Gas Li qui do
Cromatografia —

Gas—S6l i do Gas S6l i do
Cromatografia L .
Li qui do—Li qui do Liqui do Li qui do
Cromatografia L —
Li qui do-S6l i do Li qui do Sol i do
Cromatografia Li qui do 511 do
Fase Reversa

Tabla 2. Division de |la cromatografia de acuerdo al mecani smo de retenci 6n.

Nonbr e Mecani sno de retenci 6n
Crommt ografia de Adsorci 6n Adsorci 6n a un soélido
Cromatografia de Particion Equilibrios de particio6n en fluidos
Cromatografia de Intercanbio iodnico I ntercanbi o i6nico

2.1.2. Proceso de separaci on

Durante el desarrollo de un cromatograma (representaci 6n fisica de
la separaci6n) la fase novil arrastra las noléculas de la nuestra a
través del lecho de la fase estacionaria. Durante el trayecto |as
di stintas nol éculas de |la nmuestra son retardadas por |la fase estacionaria
en funcion de la interacci6n entre |los conponentes de la muestra y |as
fases estacionaria y novil. Estas interacciones son selectivas, o cua
significa que para un determ nado sistenma fase estacionaria-fase novi

seran diferentes para cada conponente de |a nuestra.*



a) Factores que afectan el proceso de separaci 6n
- Sol ubi |'i dad.
- pHde la fase nmovil.
- Pureza de | os disol ventes.

- Desgasificaci6n y tenperatura.

b) Factores que afectan |la eficiencia de una col uma:
- Longitud de I a col uma
- D énetro de la columa
- Tamafio de particulas del relleno
- Naturaleza de |las fases
- Cantidad de fase estacionaria
- Tenperatura de |la columa
- Vel oci dad del gas portador
- Cantidad de nuestra inyectada
- Material del cual fue elaborada |a columa

- Enmpaquetado de |a col uma

2.2. Paranetros Cromatograficos. 011121314

Estos paranetros definen en forma natematica |as caracteristicas
del proceso cromatografico y son obtenidos a través del OCromatograna
utilizando: tienpos de retencié6n, ancho de pico y altura de pico; estos

factores se representan en la figura 1



Figura 1: Esquema representativo de un cromatogramna. (12)
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Se describen a continuacién cada uno de |los paranetros

cronmat ogr af i cos:

Ti enpo muerto (ty). Tienpo que tarda en eluir un conmpuesto que no es
retenido en |la fase estacionaria, que es el msno que tarda |la fase
novil en salir de la columa. Se puede calcular inyectando un
solvente mas débil que la fase mdvil (o un conpuesto que no sea
retenido, en fase reversa se usa uracilo) y calculando su tienpo de

ret enci o6n.

Tienpo de retencidén (t,). Es el tienpo entre el inicio de la
inyecciéon y la absorbancia mixinma del pico del conmpuesto de
i ntereés.

tr = to(1+k")
Donde:
k"= factor de capaci dad.
Factor de capacidad (k). Es la relacién entre la cantidad de
sustancia que se encuentra entre la fase estacionaria y la fase
novil, de al guna nanera este valor indica el tienpo durante el cual
puede retenerse cada conponente en |a col uma.
Cuando k” es pequefio (0-1), este factor indica resolucidon limtante

y val ores de (2-10) nejoran |a resol uci 6n



k= (tr-to)/to
Resol ucion (R). Es una nedida nunérica del grado de separaci 6n de

dos compuestos, establece |la eficiencia del sistenma.

R = 2(t2-t1)/V\lz+Wl
Donde:
t, y ti= tienpos de retencién.

w, vy wi= altura de |os picos, obtenidos extrapolando |os |ados de |os picos hasta |la
I i nea base.

Vol unen de retencién (V,). Se |le denom na al volumen de fase novil

requerido a eluir una sustancia de |a col uma.

Retenci6n relativa (a). E factor de separacidén o retencion

relativa tanbién Ilanado selectividad, a describe la posiciodn
relativa de dos picos adyacentes. Para su calculo se utiliza |os
tienpos de retenci6n corregi dos, ya que |la separaci 6n de | os picos
depende de la interacci6n selectiva con |la fase estacionaria, es
decir el tienpo que permanecen en esta fase, y no el tienpo que

enpl ean en recorrer la columa a la velocidad de la fase nmovil.

a'=(t2-tl) / (tl-to)

Donde:

t1 y to,= tienpos de retencién.

Factor de asinmetria (T). Es el grado de coleo o asinetria de |os
pi cos, esto se puede observar cuando T es mayor a 1, y tanbién se
puede observar el factor de cabeceo cuando T es nmenor a 1. Se puede

ver graficanmente representando en la figura 2.

T =W [ 2f

Donde:

W.os = ancho del pico nedida al 5.0% de su altura,



f = ancho del pico nedido a partir del inicio del pico hacia la mtad de este a
nivel de |inea base.

Figura 2. Factor de si metria. (39
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Nimeros de platos. Un plato tedérico fisicamente es igual a un
equilibrio fisicoquimco del analito entre fase novil y fase
estacionaria. Entre mayor nuanmero de estos equilibrios hay, el
analito se separa mas del resto de |os conponentes de |a nezcla. Se
puede decir que cuantos mas anchos sean |os picos nmenor nunero de
ellos podran resolverse en el misno intervalo de tienpo, y por
tanto podréan separarse nenos conponentes de la muestra. En otras
pal abras, cuanto nas puntiagudos sean los picos, nejor es la

col uma. Establ ece | a separaci 6n del conpuesto.

N=16 (t,/W)?

El nunero de platos depende de la longitud de la columa: a mayor

longitud de | a columa, nayor nunero de pl atos.

Altura Equivalente a un Plato Te6rico. Es una nedida de Ila
eficiencia de la columa que involucra al nunero de platos tedricos
(N y lalongitud de la columa (L)

H=L/N



2.3. Ecuaci 6n de Van Deenter. (1

La forma de los picos cromatogréaficos es influenciada por tres
procesos que son representados graficanmente en la figura 3 y son: la
difusién de renolino, la difusidon longitudinal y la transferencia de
nmasas. Las nmagnitudes de estos canbios estan influenciadas por la
vel ocidad de flujo, el tanmafio de particula del material de enpaque, |as
vel oci dades de difusidn y el grosor de |la fase estacionaria.
La ecuacion de van Deenter relaciona estos fendénenos con |a vel oci dad

lineal de flujo (u) y la altura del plato (H).

H= A+ (Blu) + Cu

Donde:
A = Difusi6on Remblino 6 Direcciones de flujo nmiltiples.
B = Difusi 6n | ongitudinal.

C Contri buci 6n de masa.

c
1

Es la velocidad de la fase nbvil que pasa por |la col uma.

Figura 3. Procesos que afectan la forma del pico cronatogréafico.
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2.4, Equipo utilizado para l|la Cromatografia de Liquidos de Ata

Resol uci 6n. 151617, 18

a) Bonbas
El sistema de bonbeo inpulsa la fase novil de nanera exacta y
precisa a través de la columa en | a que se separan | os conponentes de |a

muestra que han sido introducidos en ella nediante el sistema de

i nyecci on.

Estas deben estar construidas con un nmaterial inerte a la fase
novil, poder trabajar a presiones elevadas y sumnistrar flujos adecuados
al dianetro de la columa enpleada y libre de pulsaciones para no

dismnuir la sensibilidad de | a detecci6n

b) Inyectores
Es el dispositivo que permte introducir la nmuestra en solucioén sin

interrunpir el flujo de solvente a través del sistena.

c) Detector

En la eleccion del detector hay que tener en cuenta |as
caracteristicas que afectan a la respuesta obtenida, (son el ruido, la
deriva, la zona lineal, la selectividad y |a sensibilidad).
En la industria existen diferentes tipos de detectores tales conmo e
El ectroqui mi co, de masas, absorciodn ultravioleta, diodos, fluorescencia
e indice de refraccion. Los mas wutilizados son los de absorcion

ultravioleta y de diodos.



d) Col umas

En cromatografia la eleccion del tanmafio de poro y el area
superficial de enpaque estan determ nados por su aplicacién, esto se
refiere al tanmafio de nol écula a separar. Ademds de |la columa donde se
efectla |a separaci 6n cromatografica, se pueden enplear otros tipos de
columas auxiliares cuya finalidad es hacer la eficiencia de la columa

la cual no dismnuya con el uso.

e) Reservorio para disolventes

Los reservorios para fases noviles deben ser de una comnposicion tal
gue no reaccionen con las fases nmdviles, a nenudo se equipan con un
sistema para elimnar |os gases disueltos en general oxigeno y nitrogeno
que interfieren formando burbujas en la columa y en los sistenmas de
det ecci 6n. Estas burbujas provocan ensancham entos de banda y a nmenudo

interfieren en el funcionam ento del detector

2.5. Tratam ento de nuestras. 518192021

La preparaci 6n de las nuestras es una etapa decisiva en todo nétodo
de analisis, en especial en |a determ naci 6n de m croconponentes (trazas)
en donde la matriz que rodea al analito es nuy conpleja, esto depende de
varios factores que se menci onan a continuaci 6n
a) Propiedades fisicas y quim cas del analito
b) Concentraci 6n de analito en |la nuestra
c) Naturaleza de la matriz en |l a nuestra
d) Forma en |l a que se presenta el analito en la nuestra
e) Conpatibilidad de | os medi os de sol ubilizacion y extracci6n con e
si stema cronmatogréafico
f) Tipo de detector

g) Conpatibilidad con el detector



h) Tratam ento Previo
2.6. Validaci 6n de Mgtodos analiticos.>®

Es inportante destacar que la validez de |os nmétodos analiticos en
productos farmacéuticos es anplianmente discutible ya que diferencias
entre distintas formas farmacéuticas, hacen necesario validar la
net odol ogia para cada producto en particular, razén por la cual una
val i daci 6n queda delimtada a | a aplicaci 6n del método vali dado.

La validacion del método analitico incluye todos |os procedimentos
requeridos para denostrar que un nmétodo en particular, cunple con la
finalidad para la que fue desarrollado, por lo tanto, todo nuevo nétodo

anal itico debe validarse para denpstrar su aplicaci én

2.6.1. Criterios de Validaci6n

Especificidad. Es la capacidad de un método analitico para cuantificar

exactanente y especificanente al conpuesto de interés en presencia de

otras sustanci as que pudi eran estar presentes.

Linealidad. Es |la capacidad del nétodo analitico para obtener resultados

de prueba traducidos en wuna respuesta nedible, Ios cuales sean
directanente proporcionales a la concentracion del analito en la
nuestra.

Exactitud. La exactitud de un nétodo analitico es la concordancia entre
el val or obtenido experinmentalnente y el valor real. Se eval ta usando un
ninino de 9 determnaciones sobre un ninimb de 3 niveles de
concentraci 6n, cubriendo el rango especifico (3 concentraciones con 3

réplicas).



Precisién. La precision de un método analitico, expresa la cercania o
concor danci a entre una serie de nediciones individuales, cuando es
apl i cado a diferentes proporciones de |la nuestra honpgénea, bajo |la

condi ci 6n del nétodo.

- Repetibilidad. Expresa la precision del método operando bajo |as
m smas condi ciones en un intervalo de tienpo corto. Tanmbién se le
conoce conp precision intraensayo.

- Precisién internedia. Expresa la precision del método dentro del
m sno | aboratorio, producto de variaciones nornmales dentro de éste
tal conp diferentes dias, analistas y equipos.

- Reproducibilidad. Expresa la precisio6n del nétodo en funci 6n de
variaci ones producto de la ejecucion del msnb en diferentes

| aboratori os (estudi os col aborativos).

Limte de deteccién. Se debe a la minim concentraci 6n de un conpuesto en
una muestra, el cual puede ser detectado pero no necesarianente

cuanti fi cado.

Limte de cuantificacién. Es |la concentraci 6n mas baja del conpuesto que

puede ser cuantificada con una adecuada precisioén y exactitud.

Estabilidad. Es una nedida de la robustez del nmétodo que esta expresada
en funcién de la nuestra analitica procesada, pernite determnar e
tienmpo en el <cual las caracteristicas a nedir de esta permanecen

i nal t er adas.



Rango. Es el intervalo entre la concentracion del analito superior e
inferior en la nuestra por lo cual este es determ nado por el ngtodo

analitico, es conveniente el nivel de precisioén, exactitud y linealidad.

Robustez. Es una nedida de |a capacidad del nmétodo analitico de no ver
af ectado su desenpefio por vari aciones deliberadas en el nétodo, esta debe

ser considerada durante el desarrollo.

Tolerancia. Es una nedida de |a capaci dad del nmétodo analitico de no ver
af ectado su desenpefio por variaciones no deliberadas en el método, esta

debe ser considerada durante el desarrollo.

2.7. Monografia de |a Testosterona (12-
2.7.1. Descripcion.
2.7.1.1. Nonencl atura.
17B- hi dr oxi andr ost - 4- en- 3- ona,; A*- andr ost en- 17B- ol - 3- ona; trans-

t est ost erona.

2.7.1.2. Nonbres conerci al es.
Geno-cristaux Geny; Mlestrone (anps); O quisteron; Percutacrine
Andr ogeni que; Prinotest, Prinoteston; Sustanton; Mrtestate; Testosbase;

Virosterona; Virornone; Testril; Testrone; Honpsteron; Oeton-F;, Teslen.

2.7.1.3. Formul a condensada.

CiotbsO, P. M 288. 42



2.7.1.4. Formul a estructural.

CHJI? o
eﬂa[fuj’ﬁg

2.7.1.5. Punto de fusion

155°C

2.7.1.6. Inmpurezas especificadas

| mpureza A: Androst enedi ona

| mpureza B: Androstenedi ona et hyl enol et her)
| mpureza C. Epitestosterona

| rpureza D: 4- Androst enedi ol

| npureza E: Testosterona acetato

| npureza F: Androstanol ona, Estanol ona

| npureza G Andr ost adi enedi ona

2.7.1.7. Apariencia.

Cristal es bl ancos o col or blanco crenpso 6 polvo cristalino.

2.7.1.8. Sol ubilidad.
Practi canente insoluble en agua, soluble 1 en 6 de Alcoho

deshidratado, 1 en 2 de Cloroformb y 1 en 100 de éter

2.7.1.9. Descripcion
Principal hornona de los testiculos, producida por las células

intersticial es.

2.7.1.10. Uso.



Andr 6geno, esteroide y anabdli co.
2.7.2. Propiedades cristalinas.
2.7.2.1. Sintesis.

Preparado por conversi6én de otros esteroides tales conb el
col esterol . El i nternediario i mportante dehi dr oandr ost er ona es

transformado eficientenente a testosterona por un proceso m crobi ano.

2.7.2.2. Estabilidad.
La Testosterona es estable conp sdélido. En solucidén sufre
degradaci 6n fotolitica en el anillo principal, y es posible que se

degrade cuando se expone a luz ultravioleta o luz fluorescente.

2.7.3. Farmacocinética y farmacodi nam a

La concentraci 6n de testosterona se reduce con un periodo de vida
nedi a de mas de 4 dias, alcanzando |os val ores béasal es individuales a |os
cerca de 21 dias después de la inyecci6on. En el curso de 20 dias se
elimna el 90% aproxi madanente por via renal y el resto por |as heces.

La dosis aplicada se elinna total mente después de 4 senanas.

2.7.4. Métodos de analisis reportados para testosterona.

2.7.4.1 Andlisis elenental.
Porci ento cal cul ado para cada el enmento en | a nol écul a:
C H O

%Cal cul ado 77.95 10. 07 11. 98

2.7.4.2. Analisis espectrofotométrico.”8?



El miximo al Utravioleta (W) es aproximadamente de 245 nm que
puede ser wusado para determ naciones cuantitativas en preparaciones
farnmacéuti cas.

Dentro de este andlisis existen métodos farnmacopei cos reportados en
la British Pharnmacopoeia (BP) 2008 y Farnmacopea Europea Sexta Ediciodn
para valoracién de nmateria prima de Testosterona en los cuales e
tratam ento de nuestra es nmuy sencillo al igual que su analisis pero e
i nconveniente es que este tipo de nétodos no proporcionan |a exactitud,
reproduci bilidad y confiabilidad en conparaci 6n con una técnica por CLAR

Exi ste ademds un nétodo reportado en la United States Pharnacopoei a
30 para val oraci 6n de Testosterona en suspensi 6n que involucra una serie
de filtraciones y enjuagues con netanol. Finalmente se lee al W
conparado con una solucidon de referencia. Este método reportado para
suspensi 6n tiene el msno inconveniente de |os anteriores y aunque esta
reportado para el producto de interés en este trabajo no seria lo

confiable para la cuantificaci én en un estudi o de estabil i dad.

2.7.4.4. Analisis cromatografico por cromatografia en papel

La determinaci 6n cuantitativa y |la separacion de |la testosterona por
cromatografia en papel en vehiculos aceitosos, donde el papel es
i mpregnado con 30% dietilenglicol nmonoetil éter (Carbitol) en cloroform
y se desarrolla por 2.5 horas <con netilciclohexano saturado con
dietilenglicol nonoetil éter. Se localizan |as nanchas de esteroi des con
luz fluorescente, las nmanchas son eluidas y reaccionan con acido
hi drazi da isonicotinico en netanol conteniendo tanbién &cido clorhidrico.
La absorbancia del amarillo de hidrazona es |leida a 415 nm

Un procedimento simlar, usando inpregnaci ones con propilenglicol

fenilglicol etil éter y netanol (21:1:2) y propilenglicol, fenilglico



etil éter y heptano (1:1:200) cono solvente elutor y 2,4-dinitrofeni

hi drazona conp reactivo revel ador

2.7.4.5 Andlisis cromatogréafico por cromatografia en capa fina.
Si stemas cromatogréaficos para capa fina pueden ser consultados en la

tabla 3, en todos los casos se utilizé conp sistema de deteccioén |uz

ul travi ol et a.

Tabla 3. Sistemms cronmtogréaficos para capa fina. 23

SI STEMA SOLVENTE

ABSORBENTE Rf
Silica gel G 50% Aci do acético 31
i mpregnada con 50% Et anol

aceite mneral

Silica gel Benceno: acetona (4:1) 26

Silica gel Benceno: Met anol (9:1) -

Eter de petrdl eo,
Silica gel benceno, &cido acético, -
agua (67: 33: 85: 35)

Al im na Benceno: acetona (4:1) -
Silica gel
i mpregnada con Met anol : agua (9:1) -

aceite de maiz

2.7.4.6. Analisis cromatogréafico por cromatografia en columa. *°
Cromatografia en columma sobre tierra silice cromatografica
silani zada usando etanol -heptano al 95% conop sistena solvente segui do de

la reacci 6n con isoniazida, es |la base de |a val oraci 6n en preparaci ones

ol eosas.



2.7.4.7. Andlisis cromatografico por Cromatografia de Liquidos de Ata
Resol uci 6n (CLAR)."&?

Existe reportado en la Farmacopea Britanica y en la Farnmacopea
Europea un nétodo por CLAR para la determnacién de sustancias
rel aci onadas de Testosterona. Este método involucra el desarrollo de un
sistema por gradiente con un tienpo de analisis de aproxinmdanmente 50
m nut os, adenas el nétodo solo esta reportado para sustancias

rel aci onadas de la materia prinma.



3. PLANTEAM ENTO DEL PROBLEMA

Se requiere de un neétodo especifico para el seguinmento de |as
impurezas y evaluaci6én de la potencia de un producto de I|iberacioén
prol ongada a base de Testosterona para probar su estabilidad.

La Testosterona hoy en dia es utilizada comb una alternativa en
terapia de reenplazo hornonal debido a esto se debe de asegurar la
eficacia (valoraci6n del producto) y seguridad (cuantificando sus
i mpurezas) del producto a conercializar

Uni canente se cuenta con un método farmacopéico en materia prim
para | a determ naci 6n de sustancias rel aci onadas de Testosterona, el cua
no inplica que sea Util para un estudi o de estabilidad.

Durante el proceso de fabricaci 6n del nedi canento se pueden generar
una serie de inpurezas (productos de degradaci 6n) que no necesari anente
se pueden presentar en la vida de anaquel del producto; de ahi la
i nportanci a de desarrollar un nmétodo que sea capaz de discernir entre el
activo y sus inpurezas.

Por 1o que se procedi6 al desarrollo de un nmétodo por HPLC para

aplicarse en un estudi o de estabili dad.



4. OBJETI VO

Desarrollar un nétodo analitico capaz de cuantificar Testosterona y
sus inpurezas en una suspension parenteral de |iberaci én prolongada a
base de Testosterona, que pueda ser aplicado para su uso en el contro

del producto y su eval uaci 6n durante el estudi o de estabilidad.



5. H POTESI S.
El contar con un método para la cuantificacion de Testosterona y
sus inpurezas por CLAR permtira realizar un analisis de control de

calidad y podré aplicarse durante el estudio de estabilidad del producto.



6. METODOLOD A

(Estrategia a seguir)

Pl ant eami ento del probl ema

| I nvestigaci 6n bibliografica

| Degr adaci 6n de nuestras |

(Existe
degr adaci 6n?

Probar el método desarrollado en CAFET a |as
nuestras degradadas

¢Se logra una
resol uci 6n adecuada de
l as sefial es?

Desarrol lar un nuevo

si stema. Modificando
caracteristicas de la fase
novil o fase estacionaria




7. DESARROLLO EXPERI MENTAL.

7.1. Preanbul o del desarrollo.

En esta etapa se definié la secuencia de las actividades, recursos
nmateriales 'y paranetros necesarios para desarrollar el nét odo de
cuantificacion de Testosterona, msno que preferentenente, fuera aplicable
tanbi én para | a determ naci 6n de sus inpurezas.

Las etapas del disefio del método analitico fueron

« Definicion de requisitos de entrada

a) Definir la funcionalidad del método
b) Referir tipo de nétodo
c) Regul aci 6n o Marco | egal

d) Infornaci 6n derivada de disefios anteriores

* Desarrollo del nétodo

a) Establecimento del Sistema Cronmatografico

b) Establ ecimento del nétodo de preparaci 6n de | a nuestra

c) Establecimento del método de nedici 6n

d) Eval uaci 6n de | a especificidad del método

e) Pruebas para evaluar |a capacidad del método para cunplir
con | os requi sitos de funci onal i dad y desenpeiio
est abl eci dos

e Validaci 6n del ngtodo
- Especificidad
- Linealidad del sistema
- Adecuabilidad del sistenma
- Precision del sistenm
- Limte de detecciodn
- Limte de Cuantificacion
- Linealidad del método
- Exactitud del nétodo
- Precisi6n del método
- Robustez y Tol eranci a
- Estabilidad Analitica de |a nmuestra.



7.1.1. Definicion de requisitos de entrada

a) Definir la funcionalidad del método.

De acuerdo con la necesidad de aplicacién se requirié desarrollar vy
validar un nmétodo analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resol ucidn
(CLAR) para la cuantificaciéon de Testosterona y sus inpurezas en una

suspensi 6n parenteral de |iberaci 6n prol ongada.

b) Referir tipo de nmétodo

Debido a las caracteristicas de la aplicacidén, el nétodo debia ser util
para valoracién y cuantificacion de inpurezas. Es decir, debia nostrar
especificidad para |a determ naci 6n de conpuestos de interés en presencia de

| os productos de degradaci 6n de | os conponentes de |la fornul a.

c) Regul aci 6on.
Los criterios regulatorios y legales por cunplir, tanto nacionales

conp i nternaci onal es son:

*Norma OFicial Mexi cana NOV 059- SSA1-1993. 25

*Norma Oficial Mexicana NOW 073- SSAL-2005. 2°
*Qui dance for Industry QBB Inpurities in New Drug Products.?

*Q@uia de Validaci 6n de Métodos Anal iticos.?



7.2. Recursos material es

7.2.1. Reactivos

Tabla 4. Reactivos utilizados.

REACTI VO GRADO MARCA LOTE

o ) AE2006024
Agua purificada HPLC MIli Q

AE2006028

Met anol HPLC Fer nont 605534

Et anol RA Fer nont 601431

Acido Percl érico RA Fer nont 112151

Hi dr 6xi do de Sodi o RA Fer nont 442401

Per 6xi do de Hi dr 6geno RA Fer mont 629152

Acetonitrilo HPLC Fer nont 746231

| sopr opanol HPLC Fer nont 721132

Acido clorhidrico RA Fer nont 735351
Andr ost enedi ona RA Si gma 116H0463

7.2.2. Sustancia de Referencia (SR

Nonbr e: Test ost erona SR Secundari a

d ave: ER118

No. de analisis: ER040013

Pur eza: 99. 3%

Vi genci a: Feb 01, 2007

Condi ci ones de uso: Secar sobre pent 6xido de fésforo durante 4 horas.

7.2.3. Formul aci 6n
Suspensi 6n parenteral de Testosterona de |iberaci 6n prol ongada.

Conser vador
Sur f actant e
Di |l uente
Estabilizante
Test ost erona

E o T



7.2.4. Material

- Equipo de filtracion MI1Ilipore Model o: 40/ 35

- Menbrana de filtracién MIlipore hidrofilica de 0.45 pum de tanmafio de poro
- Conbitips para repi peteadora de 10 y 25 nL

- Matraces volungetricos de 5, 10 y 25-nL

- Vasos de precipitados de 50 y 100 nL

7.2.5. Equipos
Equi po de cromatografia de |iquidos de alta resoluci 6n equi pado con |l o

si gui ente:

Tabla 5. Equi po Cromatografico No. 1

EQUI PO MARCA MODEL O
Bonba Waters 60F
Aut onuest r eador Wat ers 717 P
Detector U travioleta Wat ers 2487
Control ador de sistema Wat ers 600
Comput ador a Del | E772P
Col urma Anal i tica Symmet ry Cae, 3. 9X150mm
Particulas de 5 pum
Prograna para procesam ento de datos Enpower Pro versi6n 5.00.00.00

Tabla 6. Equi po Cromatografico No.2

EQUI PO MARCA MODEL O
Bonba Waters 60F
Aut onuest r eador Wat ers 717 P
Det ect or de Fot odi odos Waters 996
Control ador de sistema Waters 600
Comput ador a Del | E772P
Cis, 3. 9X150mMm
Col uma Analitica Symetry
Particulas de 5 pum
Programa para procesani ento de datos Enpower Pro versi6n 5.00.00.00




Tabla 7. Equi po Adici onal

EQUI PO MARCA MODELO

AMLOO

Bal anza analitica Mettl er
AE260

Fi sher
Hor no de Convecci 6n 838F

Scientific
Horno de vacio Pr eci si on 19
Horno de i gnici6n Li ndberg SI'M
Soni cador Col e Par ner SI'M
Mil tipette
Pi peta automgtica Eppendor f

Pl us
Repi pet eadora autométi ca | Fi nnepi pett SI'M

7.3. Desarrollo del método de val oraci én e i npurezas
a) Desarrollo del sistema cronmatografico

El nétodo reportado en la British Pharnacopoeia 2008 para la
determ naci 6n de sustancias relacionadas de Testosterona, materia prins,
consisti® en un sistema por gradiente que resultd muy conplicado reproducir,
adenas s6lo toma en cuenta las inpurezas provenientes del principio activo
(siendo tanto inpurezas de sintesis cono posibles subproductos) y no
i mpurezas provenientes de |la fornulaci6n o proceso de fabricaci én (productos
de degradaci 6n).

Se probaron condi ciones cromatograficas en donde la intencidn principa
fue que un solo sistema se utilizara para cuantificar tanto Testosterona cono
sus inpurezas. Para esto se tond conp base un nétodo desarrollado en CAFET
para valoracion de Estradiol en wuna forma farnmacéutica de |iberacioén
prol ongada que consistia de una fase ternaria. El objetivo, aparte de obtener
un solo sistemmn para estas cuantificaciones era sinplificar el nmétodo
exi stente tanto en la enpresa com en el reportado en la British

Phar macopoei a (BP) y validarl o.



Se menciona a continuacién las caracteristicas del nétodo inicial para
val oraci 6n de Estardi ol (No Farmacopeico):

- Fase novil [nezcla acetonitrilo: isopropanol (35:15)]: agua (35:65)
- Mezcl a netanol: agua (70:30) (disolvente de nuestras)

- Columa Synmetry Cg 5y de 15cm x 3. 9cm
- Fluyo 2 m/mn a 244 nm

- Vol unen de inyecci 6n 10uL

Figura 4. Cronmatogranma representativo del método inicia
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En la figura 4 se observa que el tienpo de retenci6on de la
Testosterona es de aproxi madanente 6.6 m nutos, que es apropiado para un
analisis de control de calidad. Por |lo anterior se decide soneter nateria
prima de testosterona a condiciones de degradacion y de esta nanera

encontrar a | os principal es productos de degradaci 6n



Las condiciones iniciales de degradaci 6n fueron | as siguientes:

Tabla 8. Diferentes condi ci ones de degradaci 6n.

Condi ci 6n Ti enpo de al macenam ent o Degr adaci 6n
HC 0. 1N 72 horas tenperatura anbiente No
NaCH 0. 1N 72 horas tenperatura anbiente No
H0G, 30% 72 horas tenperatura anbiente No
Camara de luz W 72 horas No
Camara de luz W 3 semanas No
HC 0. 1N 3 horas 50°C No
NaCH 0. 1IN 3 horas 60°C No
NaOH 0.5N 105°C 3y 4 horas No
HC O, 0.5N 105°C 3y 4 horas No
Térm ca 200°C 30 minutos No
NaOH 0.5N 100°C 30 minutos No
HC O, 0.5N 100°C 30 minutos No

Para eval uar el nivel de degradaci 6n se eval ud |a respuesta obtenida
en nmuestra degradada contra | a respuesta de nmuestra sin degradar

De todas |as condiciones de degradaci 6n probadas, en tienpos de
al macenam entos diferentes, se percibe que ninguna sufre degradaci é6n por
lo consiguiente se deciden nodificarlas, evaluando |as siguientes

condi ci ones.

Tabla 9. Mdificaciones a | as condiciones de degradaci 6n.

Condi ci 6n | Ti enpo de al macenam ent o | Degr adaci 6n

NaOH 0.5N 105°C 3 horas 0%

NaOH 0.5N 105°C 6 horas 3.0%

NaOH 0.5N 105°C 21 horas 5. 0%

HC O, 0.5N 105°C 3 horas 0%

HC O, 0.5N 105°C 6 horas 3. 0%

HC O, 0.5N 105°C 21 horas 25. 0%
Térm ca 100°C 1 hora 5.0%




De estas pruebas, |as condiciones de degradaci 6n acida, basica (a
las 6 y 21 horas) y térmcas tuvieron degradacion significativa, para
verificar los resultados y observar la resolucion entre las sefales

fueron inyectadas al sistena cromatografico a nayor concentraci on.

Figura 5. Cronmtogranas de Testosterona obtenidos de | as condi ci ones de degradaci 6n (&ci da,

basica y térmca)
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Debido al alto nivel de degradaci 6n obtenido, y en funcién de que
para fines predictivos al estudio de estabilidad, esta condicién fue

extrema, se decidi 6 nodificar |a degradaci 6n de |as nuestras.



Tabl a 10. Condici ones de degradaci 6n final es.

Condi ci 6n | Ti enpo de al macenam ent o | Degr adaci 6n

NaOH 0.5N 80°C 18 horas Si
HC O, 0.5N 80°C 18 horas Si
Térm ca 100°C 6 horas Si

Aln cuando se logra un nivel apropiado de degradacio6n, para e
objetivo final del nmétodo, se requiere evaluar que |as sefial es obtenidas
son puras por lo que se decidi6d evaluar pureza de pico nediante un
anadlisis con arreglo de fotodiodos y soneter tanto a excipientes de la
formul aci 6n conp al producto a | as m snas condi ci ones de degradaci 6n

Los resultados obtenidos nobstraron que para el caso de algunas
sefiales de inpurezas |la seflal no era pura, debido tal vez a alguna
coel uci 6n, por lo que fue necesario realizar canbios en |a conposicién de

fase nmovil con la intencién de nodificar |a selectividad del método.

* Modi ficaci 6n de fase mvil

Se decidi6 variar |las proporciones de |la fase mbvil de nmanera que se
logre canbiar la polaridad de la msnma. Las proporciones de fase novi
ensayadas fueron {mezcla acetonitrilo: isopropanol (35:15)}: Agua (30:70)
y {nmezcla acetonitrilo: isopropanol (35:15)}: Agua (25:75).

En la prinmera nodificaci 6n no se obtuvo una buena separaci 6n de |as

i mpurezas con un tienpo de retenci 6n de aproxi nadanente 12 mnutos, en la
segunda proporci 6n se observdé que el tienpo de retenci6n aunenta a 24
mnutos, por lo tanto, es mas factible la utilizacion de la prinera
opci6n, en funcion de que el tienpo de corrida con 24 mnutos conp

retenci 6n es | argo.



Figura 6. Cronmtogranas representativos de | os canbios de fase mbvil utilizados
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Una vez seleccionado el sistema se prepararon nuestras de inmpurezas
conoci das de Test ost erona, de Andr ost enedi ona e | mpur eza D

(Androstenediol) y nmuestras de Testosterona concentradas con la finalidad

de evaluar | a resoluci 6n de picos, respecto a estas inmpurezas conoci das.



Figura 7. Cromatogranm caracteristico de inmpurezas conoci das de Testosterona
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Respecto a estas condiciones se decidi 6 nodificar |a conposicién de
fase mdvil ya que el sistema no era especifico para las inpurezas y
existia una coelucion de sefales de Testosterona con la inpureza D Se

probd entonces {nezcla acetonitrilo: isopropanol (35:15)}: Agua (20:80).

Figura 8. Cronmtogranm caracteristico que representa tienpos de retenci 6n nuy | argos
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Conmo conclusi6n de estos sistemas el mAs adecuado resultd ser
{mezcla acetonitrilo: isopropanol (35:15)}: Agua (20:80)), pero con
tienpos de corrida poco practico para un andlisis de control de calidad,
el cual es muy extenso (30 m nutos).

Debido al alto costo que representa el uso de disolventes grado
HPLC, se nodificaron |os conponentes de la fase, junto con |la fuerza de
eluci 6n. El Metanol HPLC es un reactivo nuy utilizado en esta técnica
cromatografica y al aplicarlo en el sistema se dismnuyo el costo del
nét odo. Debido a esto se decidi 6 probar |os siguientes sistenas.

Esto fundanentado en usar una fase novil mas sinple (nmezcla binaria)
y con un disolvente conparativamente nas barato que el Acetonitrilo y el

| sopr opanol

Tabla 11. Canbi o de disolventes y proporci6n de fase novil.

Fase Mvi | Condi ci 6n

Met anol : agua (30:70) |2.0 nL/min

Met anol : agua (50:50) |2.0 nL/min

Met anol : agua (60:40) |2.0 nL/min

Met anol : agua (40:60) |2.0 nL/mn

En lo que respecta al primer sistema debido a la alta polaridad de
la fase y a la velocidad de flujo que se maneja, se presurizé el sistenmn
demasi ado, |as siguientes proporciones nencionadas en la tabla 11 |ogran
separar la Androstenediona pero no se logré la resolucion entre la
inmpureza D y la Testosterona, adenas todas |as condiciones probadas
presentan tienpos de corridas muy largos por o que se intentd probar
canbi ando | a selectividad del sistema al canmbiar |las caracteristicas de
la fase estacionaria. Se decidié conservar la fase nmovil Metanol: Agua

(40: 60) .



CAMBlI O DE COLUWNA.

Debido a que no existia una buena separaci6n de las inpurezas se
deci di 6 canbi ar de columa Symetry Cig 3. 9x15mm de 5um a | as si gui ent es:

* Sunfire Cgg 2. 1x50mm de 5um con fase mdvil Metanol: agua (40:60) y
flujo de 2.0 L/ mn.

* Luna Phenyl - Hexyl 50x4.6mm 3um flujo 2.0 nl/nmn

Figura 9. Cronmtogranas representativos del canbio de col uma.
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Los tienpos de retencion al probar estos sistemas cromatograficos
son de aproximadanente 8.5 mnutos pero debido a la poca resoluciéon se
conservdo la columa Symetry GCg 3.9x15mm de 5um y se canbidé Ila
conposici 6n de la fase novil a Metanol: Agua (55:45) con una vel oci dad de

flujo de 1.0 L/ mn.



Figura 10. Cromatogranma de Testosterona utilizando |a columa Symetry Cig
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Los intentos no pernitieron resolver la coelucién de la inpureza D
(Androstenediol), sin enbargo al revisar la estructura de la inpureza D
se observa que es un producto de reduccién de |la Testosterona, se sabe
que debido a la naturaleza del proceso de manufactura de la fornul aci dn,
no es posible que se Ileve a cabo dicha reducci 6n, el producto mas viable
cono degradaci 6n seria un producto de oxi daci 6n (Androstenedi ona).

Por lo discutido anteriornente se decidid retomar la fase novil
60:40 (Metanol: Agua), columa Symmetry C18 5p 3.9 x 150mm con vel oci dad
de flujo de 2.0 nL/mn que |ograba una resoluci 6n aceptable de muestras
degradadas y de | a Androstenedi ona.

Se degradaron nuestras de Testosterona y vehiculo en condiciones

acidas y béasicas bajo |as siguientes condiciones:

Tabl a 12. Condi ci ones de degradaci 6n de vehi cul o.

Condi ci 6n | Ti enpo de al nacenamni ento

NaCOH 0.5N 80°C por 18 horas

HC O, 0.5N 80°C por 18 horas

Térm ca 100°C por 6 horas




Al probar el sistema se conprobd que existian unas sefiales que
podrian afectar el pico de interés ya que eluian nuy cercano a éste, es
por ello que se hizo una dltina nmodificacion a la fase 55:45 Metanol
Agua con una vel ocidad de flujo de 1.5nm./min y tenperatura de 30°C

Por cuesti6n de disponibilidad y optimzacidén en costos, se canbio
el disolvente de Metanol a Etanol, previas pruebas de solubilidad para e
procesam ento de nuestras.

A continuaci 6n se representan cronmatogranmas caracteristicos de |as

condi ci ones de degradaci 6n.

Figura 11. Hidrélisis acida de |a Testosterona.
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Figura 12. Hidrélisis basica de | a Testosterona.
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Figura 13. Hidrolisis térmica de |a Testosterona.
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ETI QUETADO DE | MPUREZAS.

Una vez obtenidas |as nuestras degradadas se procedi 6 a recol ectar
las inpurezas a los tienpos 1.91, 3.05 y 7.53 m nutos.

Una vez realizada la recolecci6n de las nuestras se evapord en un
bafio de agua aplicando aire hasta |Ilegar a sequedad, estas se
reconstituyeron con 1 nL de mezcla Etanol: Agua (70:30) y se sonetieron a
ultrasonido durante 5 mnutos, finalnmente se inyectaron |las nuestras al
sistema farmacopeico reportado para sustancias relacionadas (British
Phar macopoeia 2005 Vol. Il p. 1922-1924) en el cual se tienen
identificados por el tienmpo de retencion relativo. De esta manera se
logr6 identificar estas inpurezas. ldentificandolas con el nonbre segun

corresponda el tienpo de retencion en el sistema farmacopei co.



Los resul tados obteni dos se nuestran en la tabla 13 a conti nuaci 6n

Tabla 13. ldentificaci 6n de inpurezas.

| DENTI FI CACI ON TI EMPOS DE RETENCI ON THENPO DE RETENCH N
RELATI VO
Test ost erona 22.051 -
| mpureza C 29. 892 1.35
| mpureza | 20. 183 0.92
| npureza 1 24.508 1.11
| mpureza 2 31. 860 1.45
| npureza 3 30. 250 1.37

De esta nmanera se puede nonbrar a las inmpurezas 1, 2 y 3 cono
Andr ost enedi ona, Acetato de Testosterona y Metilenol éter Androstenedi ona

respecti vanente.

7.4. Calculo de los intervalos de trabajo para val oraci 6n e inpurezas.
a) Intervalo de trabajo para Val oraci 6n

Con base a la dosis de la fornulaci 6n de aproxi nadanente 170 ng de
Testosterona se deposita en un matraz volumétrico de 50-nL Ilevando a
volumen con mezcla de disolventes, finalmente de esta solucidén se tona
una alicuota de 1.5 nL vy se Ileva a un matraz de 50-nlL. Concentraci 6n
aproxi mada de 0.1 ng/nL equival ente al 100.0% entonces el interval o queda

de la siguiente manera.



Tabla 14. Interval o de trabajo para Val oraci 6n.

I nterval o de Val or aci 6n

80. 00 pg/ L

90.00 g/

100.00 pg/ nlL

110.00 pg/ nlL

120.00 pg/ nL

b) Intervalo de trabajo para | npurezas.

Basandose en los |imtes de inpurezas cal cul ados de acuerdo a | o que
indica el Anexo 1 de la Guia ICH @BA “lInpurities in New Drug Substances”
y la Guia ICH @B (R “Inpurities in New Drug Products” se calcula el
intervalo de trabajo adecuado para cuantificar inmpurezas tomando en
cuenta que la dosis es de aproximadanente 170 ng queda de la siguiente
maner a:

*Limtes para activo:
1) Limte de Reporte 0.05%
170ny 0. 085ny
2) Limte de Identificacién 0.10%
170ny 0.017ny
3) Limte de Calificacion 0.15%

170ny 0. 255ny

*Limtes para producto:
1) Limte de Reporte 0.10%
170ny 0.170ng

2) Limte de Identificacién 0.20%



170ng 0. 340ng
3) Limte de Calificacion 0.20%

170ny 0. 340ny

Una vez calculados estos |limtes basandonos en la @Qia ICH @B
“Validation of Analytical Procedures: Methodology” en el punto IV
establ ece que el rango de trabajo para determ nacion de inpurezas es a
partir del limte de reporte al 120% de | a especificaci on.

Conmb necesitanbs que abarque tanto al activo conb al producto

tonmanos el linmte nmas alto y nmas baj o:

Tabla 15. Limtes cal cul ados para inpurezas

ACTI VO PRODUCTO
TIPO DE LIMTE
(o) (o)
Reporte 0. 085 0.17
Identificaci én 0.17 0. 34
Calificaci6n 0. 255 0. 34

-Calculo del Interval o de trabajo para abarcar activo y producto:

*Limte Superior (120%del linmte de Calificacion):
LI Mspp = 0.340ng x 1.2
LI Mspp = 0. 408ny

LI My = O. 4rTg

*Limte Inferior (Limte de Reporte):

El limte de reporte es de 0.085 por |lo tanto:

LI Mx = 0. 085ng

Tomando en cuenta el procesamiento de nuestra obtenenos el siguiente

i nt erval o:



0.51ug/ nL — 2. 4pg/ nL
Para fines practicos se nanejaréa el

intervalo de trabajo de 0.50pg/nL a
5ug/ m..

7.5. Establ ecimento de

nét odo de preparaci 6n de |a nuestra

Transferir 1nL de |la suspension a un matraz
vol umétrico de 50-nL, disolver con 10nL de
etanol RA

Soneter a ultrasonido durante 5 minutos y
Il evar a volunen con nezcla etanol: agua
(70: 30)

Filtrar la nuestra

| MPUREZAS VALORACI ON

Transferir 3.0 nL del filtrado a un matraz
volunétrico de 10-nL y |levar a vol unen con
nezcl a etanol: agua (70:30)

Transferir

1.5 nL del filtrado a un matraz
volunétrico de 50-nL y |levar a vol unen con

nezcl a etanol: agua (70:30)

I nyectar al sistena cromatogréfico
y cuantificar con un solo punto

para val oraci 6n y con curva de
cal i braci 6n para inpurezas




8. VALI DACI ON DEL METODO ANALI TI CO DE VALORACI ON.

8. 1. Especificidad.
La especificidad a productos de degradacién se evalu6o de la

sigui ente fornma:

a) Pl acebo.
Se evalué preparando por duplicado nuestras de Colesterol nas

vehi cul o soneti das a degradaci 6n de acuerdo a |la tabla 16.

b) Formul aci 6n conpl et a.
Se evalud preparando por duplicado nuestras de Testosterona
sustancia de referencia a la dosis del 100% del producto, Colesterol vy

vehi cul o soneti das a degradaci 6n de acuerdo a |la tabla 16.

c) Producto a granel.
1. Hidrolisis acida y basica: Se eval u6 preparando por duplicado muestras
de Testosterona sustancia de referencia a |la dosis del 100% del producto

y Col esterol, sonetidas a degradaci 6n de acuerdo a |la tabla 16.

2. Degradaci 6n Térmica: Se eval u6 preparando por duplicado nuestras de
Testosterona sustancia de referencia a |la dosis del 100% del producto vy

Col esterol, sonetidos a degradaci 6n de acuerdo a |la tabla 16.



Tabl a 16. Condi ci ones de degradaci 6n para Pl acebo, Fornul aci 6n conpleta y producto a granel.

MUESTRAS | HOl O, 0. 5N| NaCH 0. 5N | VEHI CULO CONDI Cl ON

P - - 3.0nmL -
P. A 3.0nmL - 3.0nL 80°C por 18 horas
P.B - 3. 0nL 3.0nL 80°C por 18 horas
[S - - - -
F. A 3. 0nmL - 3.0nL 80°C por 18 horas
F.B - 3. 0nL 3.0nL 80°C por 18 horas
M - - - -

M A 3.0nL - - 80°C por 18 horas
M B - 3.0nL - 80°C por 18 horas
MT - - - 100°C por 6 horas

Donde

P= Pl acebo

M= producto a grane

F= Fornul aci 6n conpl eta

A= Condi ci 6n &ci da

B= Condi ci 6n basi ca

T= Condi ci 6n Térmi ca

El criterio de aceptacidén consistié en denostrar, nediante un
andlisis espectral, que las sefiales de |os conpuestos de interés son

puras, no habiendo productos de degradacién que interfirieran con la

cuantificaci 6n de | a Testosterona.

8.2. Linealidad del sistena.
Se evalu6 preparando por triplicado a  partir de pesadas
i ndependi entes de Testosterona sustancia de referencia, la curva descrita

en la tabla 17 obteniendo | as siguientes concentraciones:



Tabla 17. Linealidad del Sistema

Identificacién|N vel |[Alicuota(nL) |Concentraci 6n (ng/ nL)
G 80% 2.00 0.08
(@) 90% 2.25 0. 09
G 100% 2.50 0.10
Cs 110% 2.75 0.11
G 120% 3.00 0.12

A partir de |os datos obtenidos se obtuvo la ecuacién de la recta
por nininmps cuadrados considerando a la concentracién cono variable
i ndependiente (x) y a la respuesta cono variable dependiente (y)
obteniendo el <coeficiente de determinacidn, ordenada al origen vy
pendiente. Se calcul 6 ademds el intervalo de confianza al 95% para |la
pendi ente, asi conp el coeficiente de variacion del factor respuesta.

Los criterios de aceptaci 6n fueron | os siguientes:

El coeficiente de determi naci 6n deberia ser mayor o igual a 0.98

El intervalo de confianza al 95% de la pendiente no debia incluir a
cero.

El coeficiente de variaci6n del factor respuesta no debia ser mayor a

1. 5%

8. 3. Adecuabilidad del sistema.

Se eval ué inyectando por quintuplicado, la solucioén SR equival ente
a 0.10 ng/ L de Testosterona.

El criterio de aceptacién consistié en que el coeficiente de
variaci6n de la respuesta de las 5 inyecciones no debia ser mayor al

2. 0%



8.4. Precisiodn del sistem.

Se eval ué pr epar ando por sextupl i cado | a concentraci 6n
correspondiente al 100% de l|la prueba de linealidad del sistema de
al i cuot as i ndependi ent es.

El criterio de aceptacid6n consistié en que el coeficiente de
variaci 6n de | as respuestas de Testosterona de |las seis réplicas no debia

ser mayor al 1.5%

8.5. Linealidad del método.

Se eval u6 preparando por triplicado |las soluciones indicadas en la
tabl a 18.

Preparando cada nivel por triplicado, a partir de pesadas
i ndependi entes salvo el nivel del 100% que se prepard por sextuplicado, a

cada nivel se le adicion6 1.5 nL de vehicul o.

Tabl a 18. Linealidad del método

Miestra | Ni vel Canti dad de Canti dad de Concentraci 6n final después del
Test ost erona Col est er ol procesani ent o
M 80% 136ng 185ng 0. 08ng/ nL
M 100% 170mg 232y 0. 10ng/ nL
Vb 120% 204nyg 280ng 0. 12ng/ nL

Los resultados se expresaron en ng recuperados de Testosterona para
cada nivel con los que se calculdé la ecuacién de la recta por nininos
cuadr ados, considerando conp variable independiente (x) a los mligranos
adi ci onados vy cono variable dependiente (y) a los mligranos
recuperados, calculando: coeficiente de determ naciodn, ordenada a

origen, pendiente y coeficiente de variacion de la regresi 6n. Ademas se




calculé el intervalo de confianza al 95% de |a pendiente, y |la ordenada
al origen.

Los ng recuperados fueron tanbién expresados conb porciento
recuperado, con lo que se calculé el pronedio, desviacion estandar vy
coeficiente de variacion por nivel y global. Asi nmisnmo, se calculd el
i nterval o de confianza al 95% del porciento recuperado y gl obal.

Los criterios de aceptaci 6n fueron | os siguientes:

- El Coeficiente de determnacion de la recta para ng adi ci onados
contra ng recuperados debia ser mayor o igual a 0.98.

- El intervalo de confianza al 95% de | a pendiente debia incluir al
uno, en caso contrario el valor de la pendiente relativa debia estar
entre 1.02 y 0.98.

- El intervalo de confianza al 95% de |la ordenada al origen debia
incluir al cero, en caso contrario |la ordenada relativa debia estar entre
0.02 y -0.02

- El coeficiente de variacion de la regresi6on debia ser nenor a
2. 0%

- El intervalo de confianza al 95%del porciento recuperado gl obal
debia estar contenido entre 98.0 y 102. 0%

- El coeficiente de variacion del porciento recuperado debia ser no

mayor al 2.0%

8.6. Exactitud del método.

Se eval ué inyectando las seis réplicas de |as nuestras preparadas al
ni vel del 100% de |a Linealidad del Mt odo.

Los resultados se expresaron cono porciento recuperado cal cul ando:
pronedi o, desviaci 6n estandar y coeficiente de variacion, asi cono el

i nterval o de confianza al 95% del porciento recuperado.



El criterio de aceptacion consistié en que el intervalo de confianza a
95% del porciento recuperado debia estar dentro del 98.0 y 102. 0%

8.7. Precisioén del método.

8.7.1. Repetibilidad.

A partir de los resultados obtenidos de las seis réplicas de la
prueba de exactitud, se calcul6 el coeficiente de variaci én del porciento
recuper ado.

El criterio de aceptacidn consistié en que el coeficiente de
variaci 6n del porciento recuperado no debia ser mayor al 2.0%

8.7.2. Precision internedia.

Se evalué analizando por triplicado nuestras de la fornulacidn
correspondiente al nivel del 100% en dos dias diferente, por dos
anal i stas diferentes, enpleando el m sno equi po.

Los resultados obtenidos se expresaron conmb porciento cuantificado
cal cul ando el pronedio, desviacién estandar y coeficiente de variacioén
por analista, por dia y gl obal

El criterio de aceptacidén consistié en que el coeficiente de
variaci 6n del porciento cuantificado por dia, por analista y global no

debia ser mayor al 2.0%

8.8. Estabilidad Analitica de |a muestra.

Se determ nd analizando con las nuestras al 100% de l|la dosis y
al macenandol as en el inyector para su posterior reinyeccion a las 24
horas y 48 horas. Se cuantificd en cada tienpo con respecto a una
sol uci 6n de referencia reci én preparada. Para cada tienpo de analisis |os
resul tados obtenidos se expresaron cono porciento cuantificado y se
conpararon con respecto al resultado inicia

El criterio de aceptaci 6n establecid en que se considerara estable a

la rmuestra en el tienpo de al macenam ento en el inyector, en el que e



porciento cuantificado no difiriera en nas del 2.0% respecto al tienpo
i nicial
8.9. Tol eranci a.

Se eval ué ocupando tres nmuestras de precision internedia al 100% con
la columa de condici 6n basal y posteriornmente se hizo con la columa de
pr ueba.

Los resultados se expresaron conmp porciento cuantificado para cada
col uma.

El criterio de aceptacidén consistié en que el coeficiente de
variaci 6n del porciento cuantificado no fuera mayor al 2.0% y la
diferencia del pronmedio del porciento cuantificado respecto a |la

condi ci 6n basal no debia ser mayor al 2.0%



9. VALI DACI ON DEL METODO ANALI TI CO DE | MPUREZAS.

9.1. Especificidad A
Exci pi ent es.

Se eval u6 preparando por duplicado el placebo de la fornulacion
(PB). ElI criterio de aceptacion fue que los cronmatogramas del PB no

presentaran ni nguna sefial al tienpo de elucion de |a Testosterona.

Product os de degradaci 6n.

La especificidad a productos de degradacién se Ilevd a cabo
anal i zando por duplicado nuestras de placebo, de la formulacion conpleta
y de Producto a granel, degradadas bajo |as condiciones descritas en |la
tabl a 16.

Cabe nencionar que |a degradaci 6n térmica solo incluyé |as nuestras
de Producto a granel y se prepararon nmuestras sin degradar por duplicado.

El criterio de aceptacidén consistié en denpostrar, nediante un
andlisis espectral, que |la sefial de Testosterona fuera pura, no habi endo

product os de degradaci 6n que interfirieran con |a cuantificaci 6n de esta.

9.2. Linealidad del sistena.

Se evalud preparando una curva de calibracidon por triplicado a
partir de pesadas independientes; transfiriendo a matraces volungtricos
de 10-mL la alicuota indicada en la tabla 19 de | a soluci 6n de Referencia

SCC preparada conp a continuaci 6n se descri be:

Preparaci 6n de |a sol uci 6n de referencia.
Transferir aproxi madanente 25ng de Testosterona Sustancia de
Ref erencia, pesados con exactitud, a un matraz volunmétrico de 25-ni,

di sol ver con aproxi madanente 5nL de Etanol RA, Ilevar a volunmen con



nezcla Etanol: agua (70:30) y honbgenei zar. Concentraci 6n aproxi nada de

1000 pg/ mL de Testosterona (SCA).
Transferir 2.5m. de la solucion SCA a un nmatraz volunétrico de

25-nmL, honogeneizar y Ilevar a volumen con nezcla Etanol: agua (70:30).
Concentraci 6n aproxi nada de 100ug/ mL de Testosterona (SCB)
Transferir 2.5m. de la solucién SCB a un matraz volumétrico de

25-nmL, honogeneizar y Ilevar a volumen con nezcla Etanol: agua (70:30).

Concentraci 6n aproxi mada de 10ug/ nL de Test osterona (SCC)

Tabla 19. Curva de calibraci 6n de Testosterona

PUNTO DE LA ALT CUOTA DE SCB | CONCENTRACI ON FI NAL
CURVA (ML) (Mg/ )
Seil 500 0.5
sc2 1000 1.0
SC3 2000 2.0
sc4 3500 3.5
SC5 5000 5.0

Con |los datos obtenidos se calculé la ecuacidén de la recta por
nini nos  cuadr ados, utilizando cono variable independiente (x) la
concentraci 6n y cono variable dependiente (y) a la respuesta. Se calcul 6
el coeficiente de determ naci 6n, pendiente, ordenada al origen; asi conp
el intervalo de confianza al 95% de la pendiente y el coeficiente de
variaci 6n de | a respuesta para Testosterona.

Los criterios de aceptaci 6n fueron | os siguientes:

El coeficiente de determ naci6n de |la recta obtenida por la relacidn
entre la concentracion y la respuesta analitica debia ser mayor a 0.98.

El factor respuesta debia tener un coeficiente de variaci6n
menor igual a 5.0%

El intervalo de confianza al 95% de significancia para |a pendiente

de la recta obtenida no debia contener al cero.



9. 3. Adecuabilidad del sistema.
Se evalué inyectando 5 veces la solucion SA y reportando la
respuesta de Testosterona y el CV. de la respuesta; el criterio de

aceptaci 6n fue que el C.V de |a respuesta obtenida no fuera mayor al 5%

9.4. Precisioén del sistem.

Se determind inyectando 6 réplicas a la concentraci 6n del punto SC3
de la linealidad del sistemn, preparadas de manera i ndependiente.

El criterio de aceptacid6n consistié en que el coeficiente de

variaci 6n de | a respuesta de Testosterona no debia ser mayor al 5%

9.5. Limte de detecciodn

Para eval uar este paranetro se prepararon diluciones por debajo del
punto SC1 de la linealidad del sistema nediante diluciones (1:2),
determ nandose la mixima dilucién de testosterona que generd una
respuesta con respecto a la linea base en una proporcidén 3:1, y se
prepararon por quintuplicado.

El criterio de aceptacién wutilizado fue que la concentracion
correspondiente al limte de deteccion debia generar una respuesta con

respecto a la linea base en proporcién 3: 1.

9.6. Limte de cuantificaci6n

Se obtuvo utilizando | os datos correspondientes a SCl1 de Linealidad
del método, tomando conop criterio de aceptacion que el C V del Porciento
recuperado no fuera mayor al 5% y el promedio del Porciento recuperado

estuviera dentro del 95%y 105%



9.7. Linealidad del nétodo.

Se evaluaron 3 niveles de concentraci 6n (placebos adicionados de

Test ost er ona) por triplicado, preparados de nmanera independiente

transfiriendo a matraces volunétricos de 50-nm, 35ny de Colesterol

materia prima, 1.5m. del Vehiculo para suspensién inyectable y la

alicuota de la Solucién de Referencia de Testosterona indicada en |a

tabla 20, preparadas de acuerdo a |lo descrito en el punto 9.2. Filtrar a
través de papel filtro Watnman No.2 6 equivalente por gravedad.
Transferir una alicuota de 3 nL del filtrado a un matraz vol umétrico

de 10-m. y Ilevar a volunmen con nezcla Etanol: agua (70:30) vy

honogenei zar.

Tabl a 20. Curva estéandar de Testosterona

ni vel

PUNTO DE LA ALT CUOTA DE SCB | ALI CUOTA DE SCC CONCENTRACI ON
CURVA (uL) (uL) FINAL (ug/ni)
MCL - 800 0.5
MC2 300 - 2.0
MC3 800 - 5.0

Los resul tados obteni dos se expresaron conmp ntg recuperados,

se calculé

| a ecuaci 6n de

| a

recta por

MC2 se prepar6 por sextuplicado para evaluar precisioén y exactitud de

m ni nbs cuadr ados de

relaci 6n entre ntg adicionados (Xx) recuperados (y). Se calculo

y ntg

adenas el coeficiente de determ naci6n, ordenada al origen y pendiente;

asi cono el intervalo de confianza al 95% de |a pendiente y |a ordenada

al origen. Los resultados de ntg recuperados se expresaron conp porciento

recuperado y se calculo el pronedio, desviacién estandar y coeficiente de

variaci 6n; asi comp el intervalo de confianza al 95% del porciento

recuper ado.



Los criterios de aceptaci 6n fueron | os siguientes:

El intervalo de confianza al 95% para |la ordenada al origen debia
contener al cero, o en su defecto la ordenada relativa debia estar entre
—-0.05 y 0.05.

El intervalo de confianza al 95% de |a pendiente debia contener a
uno, o0 en su defecto la pendiente relativa deberia estar entre 1.05 y
0. 95.

El coeficiente de variacidn de la regresion no deberia ser mayor a
5. 0%

El intervalo de confianza del Porciento recuperado global debia
estar entre 95.0 y 105.0 % vy el coeficiente de variacion del Porciento

recuperado no debia ser nayor a 5.0%

9.8. Exactitud del método.

Se calcul6 a partir de los datos de las seis réplicas del nivel M2
de Linealidad del método expresados conp porciento recuperado cal cul ando
por nivel y global el pronedio, desviaci6n estandar el coeficiente de
variaci 6n; se calcul6 ademas el intervalo de confianza al 95% para el
porci ento recuperado gl obal

El criterio de aceptacion consisti6 en que intervalo de confianza a
95% para el porciento recuperado se incluyera dentro del intervalo 95%

105%

9.9. Precisiodn del método.
9.9.1. Repetibilidad.

Se evalu6 con las mnmismas nmuestras enpleadas para la prueba de
exactitud del nétodo (6 réplicas).

El criterio de aceptaciodon consistid en que los coeficientes de

variaci 6n de | os porcentajes recuperados no debian ser mayores a 5.0%



9.10. Estabilidad Analitica de |a muestra.

Se evaludé al macenando en el inyector a tenperatura anbiente, |as
nuestras del nivel MZ2, preparadas para la linealidad del método e
i nyectando al sistema cromatografico a las 24 y 48 horas. Se cuantifico
en cada tienpo con respecto a una curva de calibraci 6n reci én preparada.

El criterio de aceptacion consisti6 en que |la diferencia absoluta de
| os pronedios del porciento cuantificado de Testosterona a las 24 y 48
horas, respecto al tienpo cero (inicial) no fuera mayor al 5.0% para

consi derar | a nuestra establ e.

9.11. Tol eranci a.

Se evalud analizando tres réplicas del punto M2 de linealidad de
nét odo, en dos dias diferentes, canbiando en el segundo dia |la columa
por una de iguales caracteristicas (ldentificada comp CA9802 con un mayor
tienpo de uso) a la utilizada el prinmer dia (ldentificada conbo CA2003061
con un tienpo de uso nenor).

Cono criterio de aceptacién se tonmd que el porciento cuantificado
pronedio obtenido con la columa alterna no difiriera en mas del 5.0%

respecto al porciento cuantificado promedio de [ a col uma inicial



10. RESULTADOS DEL METODO ANALI TI CO DE VALORACI ON
10. 1. Especificidad A
Exci pi ent es

En la figura 14 se nuestra el cromatograma del placebo. Puede
observarse que en el cromatograma no aparece ninguna sefal que interfiera
con la de Testosterona, razon por |la cual el método es especifico para la
cuantificacion de testosterona en presencia de |os excipientes de la

f or mul aci 6n.

Fi gura 14. Especificidad a Excipientes
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Product os de degradaci 6n.
En la figura 15 se aprecian cronmatogranas representativos de la
formul aci 6n puesta a degradar bajo |as condiciones de acidez, basicidad

y degradaci 6n térm ca.



Se confirma la pureza de |as sefial es del conpuesto de interés, al
observarse que los valores de angulo de pureza son nenores a |los de
pureza unbral, lo que significa ausencia de coel uci 6n

Con base a |os resultados obtenidos, el nétodo es especifico en la

cuantificaci 6n de Testosterona, en presencia de productos de degradaci 6n

Fi gura 15. Especificidad a Productos de Degradaci 6n.
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D. DEGRADACI ON TERM CA
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10. 2. Linealidad del sistena.

En la figura 16 se nuestra la grafica de la recta obtenida para |la
linealidad del sistema. En la tabla 21 se observa que el coeficiente de
deternminacion (r? de la recta obtenida es mayor a 0.98, el intervalo de
confianza de la pendiente no incluye al cero, el coeficiente de
variaci 6n del factor respuesta no es mayor a 1.5% Razones por |o cual se

concluye que el sistema es lineal para testosterona.



Fi gura 16.
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Tabla 21. Linealidad del Sistema

A. RESPUESTA EN CADA NI VEL Y PRECI SI ON DEL FACTOR RESPUESTA

B. ECUACI ON DE LA RECTA

C.

NI VEL CONCENTRACI ON RESPUESTA FACTOR
% ng/ nL AREAS RESPUESTA
0. 0800 1906354 23829425. 0
80.0 0. 0800 1910951 23886887. 5
0. 0800 1916442 23955525. 0
0. 0900 2137152 23746133. 3
90.0 0. 0900 2106892 23409911. 1
0. 0900 2136862 23742911. 1
0. 1000 2383455 23834550. 0
100.0 0. 1000 2346240 23462400. 0
0. 1000 2356243 23562430. 0
0. 1100 2586126 23510236. 4
110.0 0. 1100 2572945 23390409. 1
0.1100 2582347 23475881. 8
0. 1200 2811769 23431408. 3
120.0 0. 1200 2770732 23089433. 3
0. 1200 2824333 23536108. 3
n = 15
PROVEDI O = 23590910. 02
D E = 2. 35E+05
C.V. = 1. 0%
y = 22355620. 0000 x + 121027.5333
r2 = 0.9978
| NTERVALO DE CONFI ANZA AL 95 % gl = 13 PARA LA OREDENADA AL ORI GEN Y LA PENDI ENTE
ORDENADA AL ORI GEN PENDI ENTE
Limte Superior = 184239.8 22981514.5
Limte Inferior = 57815. 3 21729725.5




10. 3. Adecuabilidad del sistema.
Conop puede observarse en la tabla 22, el coeficiente de variaci6n
para |la respuesta de Testosterona no es mayor al 2.0% con lo cual se

concl uye que el sistema es adecuado.

Tabl a 22. Adecuabilidad del Sistema

DETERM NACI ON CONCENTRACI ON| RESPUESTA
(mg/ )

1 0. 100 2489802

2 0. 100 2441260

3 0. 100 2456651

4 0. 100 2401155

5 0. 100 2428761

6 0. 100 2400452

n = 6

PROVEDI O = 2436347

D.E. = 34287.9

CV. = 1. 4%

10.4. Precision del sistenn.
El coeficiente de wvariacion (C V.), para la respuesta de

Testosterona no es mayor a 1.5% con |lo cual se concluye que el sistema

es preciso.

10.5. Linealidad del método.
En la figura 17 se observa la grafica de la recta para la |linealidad
del nétodo, correspondiente a Testosterona, mentras que en la tabla 23
se reportan | os resul tados obteni dos en donde se puede observar que:
- El Coeficiente de determnacion de la recta para ng adi ci onados
contra ng recuperados es nmayor a 0.98.

- El intervalo de confianza al 95% de | a pendiente incluye al uno.



- El intervalo de confianza al 95% de | a ordenada al origen incluye
al cero.

- El coeficiente de variacion de la regresion es nenor a 2%

- El intervalo de confianza al 95%del porciento recuperado gl obal
esta contenido entre 98.0 y 102. 0%

- El coeficiente de variaci 6n del porciento recuperado no es nayor
al 2.0%

Por 1o que se concluye que el método es lineal en el intervalo de

80.0 a 120.0% de | a dosis nonminal de 170 ny.

Figura 17. Linealidad del Mtodo
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Tabl a 23. Linealidad del Mtodo

A. nmg RECUERADOS EN CADA N VEL

NI VEL CANTI DAD CANTI DAD
% ADI CI ONADA (mg)  |RECUPERADA ( ng)
137.000 137. 899

80 137.000 138. 124
137.000 137. 353

171. 100 172. 394

100. 0 171. 100 172. 608
171.100 172. 442

205. 400 206. 601

120 205. 400 206. 770
205. 400 206. 012

B. ECUACI ON DE LA RECTA

y =1.0039 x + 0.4072
r2 =0.9998
CV. =0.2%

C. | NTERVALO DE CONFI ANZA AL 95 % gl = 7 PARA LA ORDENADA AL CRIGEN Y LA PENDI ENTE

ORDENADA AL ORI GEN PENDI ENTE
Limte Superior = 2.3221 1. 0150
Limte Inferior = -1.5077 0. 9929

D. POR Cl ENTO RECUPERADO EN CADA NI VEL

NI VEL % 80. 0 | 100. 0 | 120. 0
REPLI CA POR Cl ENTO RECUPERADO
1 100. 656 100. 756 100. 585
2 100. 820 100. 881 100. 667
3 100. 258 100. 784 100. 298
n = 3 3 3
PROMVEDI O = 100. 6 100. 8 100. 5
D E = 2. 89E-01 6. 56E- 02 1. 94E- 01
CV. = 0.3% 0.1% 0. 2%
n = 9
PROMVEDI O = 100. 6
D E = 2.21E-01
CV. = 0. 2%

E. I NTERVALO DE CONFI ANZA AL 95% gl = 8 PARA EL POR C ENTO RECUPERADO

Limte Superior = 100.8%
Limte Inferior = 100. 5%



10. 6. Exactitud del método.

En la tabla 24 se nuestran los datos de exactitud del método en
donde puede observarse que el valor pronedio del porcentaje recuperado de
Testosterona y su interval o de confianza al 95% se encuentra entre 98.0-

102.0% por lo cual se concluye que el nétodo es exacto.

Tabl a 24. Exactitud y Repetibilidad del Mtodo

A. POR CI ENTO RECUPERADO AL NI VEL DE 100 %

CANTI DAD CANTI DAD POR CI ENTO
MJUESTRA ADI Cl ONADA ( ng) RECUPERADA ( ng) RECUPERADO
1 171. 200 171. 796 100. 348
2 171. 100 172. 634 100. 897
3 171. 200 173. 326 101. 242
4 171. 200 172. 442 100. 725
5 171. 200 172. 608 100. 822
6 171. 200 172. 394 100. 697
n = 6
PROMVEDI O = 100. 8
D.E = 2.91E-01
CV. = 0. 3%

B. | NTERVALO DE CONFI ANZA AL 95% gl = 5 PARA EL POR Cl ENTO RECUPERADO AL 100 %

Li M TE SUPERI OR = 101. 1%
LI M TE I NFERI OR = 100. 5%

10. 7. Precisioén del método.
10. 7. 1. Repetibilidad.
En la tabla 24 puede observarse que el CV. del porciento

recuperado de Testosterona no es mayor al 2.0%

10.7.2. Precision internedia.
En la tabla 25 se nuestra el coeficiente de variaci én del porciento
recuperado por dia, por analista y global. Conp puede observarse el CV

no es mayor al 2.0%



Tabl a 25. Precision internedia.

POR Cl ENTO CUANTI FI CADO
ANALI STA 1 ANALI STA 2
DA1
99. 250 99. 960
99. 450 99. 990
99. 220 99. 500
n = 3 3
PROMVEDI O = 99. 307 99. 817
D. E. 1. 25E-01 2. 75E-01
CV. = 0.1% 0. 3%
n = 6
PROMVEDI O = 99.6
D.E = 3.38E-01
C.V. = 0. 3%
POR Cl ENTO CUANTI FI CADO
ANALI STA 1 ANALI STA 2
DA 2
100. 883 100. 776
100. 962 100. 842
101. 578 100. 729
n = 3 3
PROMVEDI O = 101. 141 100. 782
D.E = 3.81E-01 5. 68E- 02
C.V. = 0. 4% 0.1%
n = 6
PROMVEDI O = 101. 0
D.E = 3.13E-01
C.V. = 0. 3%
ESTADI STI COS n = 12
GLOBALES PROMVEDI O = 100. 3
D.E = 7. 94E-01
CV. = 0. 8%
10.8. Estabilidad de |a nuestra.

En la tabla 26 se presentan |os datos de porcientos cuantificados

(pronmedi os) de Testosterona para cada (24 y 48 horas) y la

tienpo

diferencia que hay entre éstos con respecto al tienpo cero. Conp puede

notarse, en ningun caso la diferencia es mayor al 2.0% razén por la

cual se consider6 que la estabilidad de |las nuestras de Testosterona es

de al nmenos 48 horas.



Tabl a 26. Estabilidad de la nuestra

PROMVEDI O DEL
CONDI CI ON TI EMPO (Hrs) POR CI ENTO DI FERENCI A ABSOLUTA
CUANTI FI CADO RESPECTO A I NI ClI AL
I NI Cl AL 0 100. 800 ---
TEMPERATURA AMBI ENTE 24 99. 900 0.9
TEMPERATURA AMBI ENTE 48 101. 100 0.3

10. 9. Tol eranci a.

En la figura 18 se nuestran |os cromatogramas obtenidos en |as

diferentes columas y en la tabla 27 se presenta el coeficiente de

variaci 6n del porciento recuperado no es mayor al 2.0% y la diferencia
del pronmedio del porciento recuperado respecto a |la condicién basal no
debe ser mayor al 2.0% por o cual se cunple con el criterio.
Tabl a 27. Condici ones para eval uar Tol eranci a
PROVEDI O DEL
CONDI CI ON POR Cl ENTO DI FERENCI A ABSOLUTA
CUANTI FI CADO RESPECTO A ORI G NAL
1 101. 100 ---
2 101. 200 0.1
Figura 18. Tol erancia
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11. RESULTADOS DEL METCODO ANALI TI CO DE CUANTI FI CACI ON DE | MPUREZAS

11.1. Especificidad A

Exci pi ent es.

La figura 19 nuestra |l os resultados de la prueba de especificidad a
exci pientes. Los cromatogramas del placebo no presentan sefial al guna al
tienpo de elucion de la Testosterona, razén por la cual el nétodo es
especifico para la cuantificacidén de Testosterona en presencia de |os

exci pientes de la fornul aci 6n.

Figura 19. Especificidad a excipientes
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Product os de degradaci 6n.
En la figura 20 se puede apreciar que |os cromatogramas de |os
product os de degradaci 6n no presentan sefal alguna que interfiera con |la

sefial de Test osterona.



Se confirma |a pureza de |la sefial de Testosterona al observarse que
| os valores de angulo de pureza (PA) son nenores a |os de pureza unbral

(TH), lo que significa ausenci a de coel uci 6n.

Fi gura 20. Especificidad a Productos de Degradaci 6n
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11. 2. Linealidad del sistena.

En la figura 21 se nuestra la grafica de la linealidad del sistena.
En la tabla 28 se observa que el coeficiente de determnacion (r?) de la
recta obtenida para la relacion entre la concentraciéon y la respuesta
analitica es superior a 0.98, que el intervalo de confianza al 95% para
la pendiente no contiene al cero, ademas de que el coeficiente de

variaci 6n del factor respuesta es nmenor al 5.0%



Figura 21. Linealidad del Sistenmmn
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Tabl a 28. Linealidad del Sistema
A. RESPUESTA EN CADA NI VEL Y PRECI SI ON DEL FACTOR RESPUESTA
| DENTI FI CACl ON CONCENTRACI ON RESPUESTA FACTOR
MJESTRA (mcg/ ) AREAS RESPUESTA
0. 5000 11723 23446. 00
S1 0.5000 11468 22936. 00
0. 5000 11414 22828. 00
1. 0000 23475 23475. 00
S2 1. 0000 22709 22709. 00
1. 0000 23193 23193. 00
2.0000 46926 23463. 00
S3 2.0000 45561 22780. 50
2.0000 47376 23688. 00
3.5000 82662 23617.71
4 3. 5000 79732 22780.57
3. 5000 83182 23766. 29
5.0000 117877 23575. 40
S5 5. 0000 114591 22918. 20
5. 0000 119815 23963. 00
n = 15
PROMED O = 23276.0
D E = 4. 19E+02
CV. = 1. 8%
B. ECUACI ON DE LA RECTA
y = 23533.9878 x - 367.9708
r2 =0.9990
C. INTERVALO DE CONFI ANZA AL 95 % gl = 13 PARA LA OREDENADA AL ORI GEN Y LA PEND ENTE

ORDENADA AL ORI GEN

Limte Superior =
Limte Inferior =

944. 1531
-1680. 0947

PENDI ENTE

23984. 0426
23083. 9330




11. 3. Adecuabilidad del sistema.
El coeficiente de variacion de |a respuesta de Testosterona durante
la validacién y considerando el canbio de columa fue nenor al 5.0% en

las 5 i nyecci ones de SA.

11. 4. Precision del sistena.
Tal conp puede notarse en la tabla 29, el coeficiente de variacién
(C.V.) para |la respuesta de Testosterona, es menor al 5.0%con | o cual se

cunpl e con el criterio de aceptaci én inplicado.

Tabl a 29. Precisio6n del Sistem

| NYECCI ON CONCENTRACI ON RESPUESTA
No. nmcg/ mb AREA
1 2. 000 47493
2 2. 000 47286
3 2. 000 47236
4 2. 000 47554
5 2. 000 47355
6 2. 000 47148

n = 6

PROVEDI O = 47345. 3

DE = 1. 55E+02
C.V. = 0. 3%

11.5. Limte de detecci6n.
En la figura 22 se observa el cronmatograma de |a concentraci 6n que
cunplid con la proporcion 3:1 con respecto a la |linea base fue la de

0.025 pg/mL en las cinco replicas.



Figura 22. Limte de Detecci6n (Concentraci 6n de Testosterona 0.025 ug/niL)
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11.6. Limte de cuantificaci 6n

Se observa en la tabla 30 al utilizar |os datos correspondi entes al
nivel L1 de linealidad del nétodo que el C V del porciento recuperado no
es mayor al 5.0% vy el pronmedio del porciento recuperado esta dentro de
intervalo 95% a 105% por lo que el I|imte de cuantificacién queda
establ ecido en 0.5 pg/nm, correspondiente a un contenido de inpurezas de

0. 05%

11. 7. Linealidad del método.
En la figura 23 se observa la grafica de la recta para la |linealidad

del método, mientras que en la tabla 30 se reportan los valores de: r?2

(mayor a 0.98) para la relacidén entre los pg recuperados y los ug
adi ci onados de Testosterona, el C V. del Porciento recuperado por cada
nivel, asi cono el global (los cuales son nenores a 5.0%, el Porciento
recuperado pronmedio para los niveles individuales y el global, asi conp
el intervalo de confianza al 95% (los cuales se encuentran en e

intervalo 95.0 y 105.0%, el intervalo de confianza al 95% para |a
pendiente (el cual incluye al uno) y el intervalo de confianza al 95%

para | a ordenada al origen (que incluye al cero).



A. nmtg RECUERADCS EN CADA NI VEL

Tabl a 30. Linealidad del Mtodo

CANTI DAD CANTI DAD
MUESTRA |ADI Cl ONADA (ntg) RECUPERADA (ntg)
12. 500 12. 832
L1 12. 500 12. 588
12. 500 12.726
50. 000 51. 041
L2 50. 000 50. 515
50. 000 49. 992
125. 000 124.728
L3 125. 000 126. 161
125. 000 125. 847
B. ECUACI ON DE LA RECTA
y =1.0029 x + 0.2562
r2 =0.9999
C.V. =0.8%

C. INTERVALO DE CONFI ANZA AL 95 % gl = 7 PARA LA ORDENADA AL ORI GEN Y LA PENDI ENTE

ORDENADA AL ORI GEN PENDI ENTE
Limte Superior = 0.9191 1.0114
Limte Inferior = -0. 4068 0. 9944
D. POR Cl ENTO RECUPERADO EN CADA NI VEL
NI VEL % L1 | L2 | L3
REPLI CA POR O ENTO RECUPERADO
1 102. 656 102. 082 99. 782
2 100. 704 101. 030 100. 929
3 101. 808 99. 984 100. 678
n = 3 3 3
PROMVEDI O = 101.7 101.0 100.5
D. E = 9. 79E-01 1. 05E+00 6. 03E- 01
CV. = 1. 0% 1. 0% 0. 6%
n = 9
PROMVEDI O = 101.1
D. E = 9.51E-01
CV. = 0. 9%

E. INTERVALO DE CONFI ANZA AL 95% gl = 8 PARA EL

Limte Superior

POR Cl ENTO RECUPERADO

101. 8%

Limte Inferior = 100. 3%
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11.8. Exactitud del

nmét odo.

En la tabla 31 puede notarse que el v

recuperado de Testosterona vy

encuentra entre 95.0-105. 0%

A. POR ClI ENTO RECUPERADO AL NI VEL DE 100

su interval

al or pronedi o del

porcent aj e

o de confianza al 95% se

Tabla 31. Exactitud y Repetibilidad del Mtodo

%

CANTI DAD CANTI DAD POR CI ENTO
MUESTRA ADI Cl ONADA (ntg) RECUPERADA ( ntg) RECUPERADO
1 50. 000 50. 323 100. 646
2 50. 000 50. 974 101. 948
3 50. 000 50. 321 100. 642
4 50. 000 50. 396 100. 792
5 50. 000 51.210 102. 420
6 50. 000 50. 024 100. 048
n = 6
PROVEDI O = 101. 1
D.E = 9. 03E-01
CV. = 0. 9%

B. | NTERVALO DE CONFI ANZA AL 95% gl

11.9. Precision del

Li M TE SUPER OR
Li M TE | NFER OR

nmét odo.

102. 0%
100. 1%

= 5 PARA EL POR CI ENTO RECUPERADO AL 100 %



11.9. 1. Repetibilidad.
En la tabla 31 puede verse que el C V. del Porciento recuperado de
Testosterona no es mayor al 5.0% con o cual se cunple con el criterio

de acept aci on.

11.10. Estabilidad analitica de |a muestra.

En la tabla 32 se presentan |os datos del Porciento cuantificado
(pronedi o) Testosterona para cada tienmpo (24 y 48 horas) y la diferencia
que hay entre éstos con respecto al tienpo cero.

Se considerd que la estabilidad de las nuestras es de al nenos 48
horas, ya que la diferencia de la cuantificacién a este tienpo no difiere

en mas del 5.0% respecto al porciento cuantificado en la condiciodn

i nicial
Tabla 32. Estabilidad de la Miestra

PROVEDI O DEL
CONDI Cl ON TI EMPO ( Hrs) POR ClI ENTO DI FERENCI A ABSOLUTA

CUANTI FI CADO RESPECTO A | NI Cl AL
I NI Cl AL 0 101. 000
TEMPERATURA AMBI ENTE 24 103. 100 2.1
TEMPERATURA AMBI ENTE 48 102. 270 1.3

11.11. Tol eranci a.

En la figura 24 se nmuestran | os cromatogramas de | a soluci 6n SA obt eni dos
por |a condicio6n eval uada (Canbio de columa por CA 98-02) y en la tabla
33 se nuestran | os porcentajes recuperados de Testosterona de |la nuestra
preparada por triplicado. Puede apreciarse que l|la diferencia de
Porciento recuperado de este esteroide con el canbio de columa no es
mayor al 5.0% respecto al pronmedio del Porciento recuperado con |a

condi ci 6n original, razon por la cual cunple con el criterio.
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CORDICIOR DE PRUEBA,

PROVEDI O DEL

CONDI CI ON POR Cl ENTO DI FERENCI A ABSOLUTA
CUANTI FI CADO RESPECTO A ORI G NAL

1 103. 200 ---

2 102. 000 1.2




12. CONCLUSI ONES GENERALES.

12. 1. Método de val oraci 6n.

- El método es especifico a excipientes.

- Bl método es especifico a | os productos de degradaci 6n

- El sistema es lineal en el intervalo de 0.8-0.12 ng/nL de Testosterona.

- El sistema cunple con | os paranetros de adecuaci 6n

- El sistema es preciso para Testosterona

- El método es lineal en el intervalo de 80-120% de | a dosis de 170 ng de

Test ost erona.
- El método es exacto y preciso para Testosterona.
- El método es reproduci bl e.
- H nétodo es tolerante a canbios de columa de |as
caracteristicas.
- Las nuestras son estables transcurridas 48 horas después

pr epar aci on.

12.2. Método de cuantificaci 6n de inpurezas.

- El método es especifico a excipientes.
- El método es especifico a |os productos de degradaci 6n &acida

térm ca.

m snas

de su

basica y

- El sistemn es lineal en el intervalo de 0.5-5.0 pg/ nL de Testost erona.

- El sistemn es preciso para Testosterona.
- BEl limte de detecci én es de 0.025 pg/ nl.

- BEl limte de cuantificacion es de 0.5 pg/ niL.

- El método es lineal en el intervalo de 0.5-5.0 pg/nL equival ente a

005% 0. 5% de contenido de i npurezas de | a concentraci 6n de Testosterona

en la formul aci 6n



- El método es exacto y preciso para Testosterona.

- El método es reproduci bl e para Testost erona.

- El método es tolerante frente a canbi os de columa de caracteristicas
i gual es.

- Las nuestras de Testosterona son estables transcurridas 48 horas
después de su preparaci 6n, al macenadas a tenperatura anbiente en e

i nyector.

12. 3. Analisis de resultados y Concl usi 6n general.

Con base a |os resultados podenps apreciar que el nmétodo obtenido
nos permte cuantificar la Testosterona (valoracion) y determnar la
degradaci 6n de ésta, cuantificando tanto a sustancias relacionadas
(materia prima) conmb a productos de degradaci 6n (producto a granel vy
t er m nado) .

El método obtenido tiene anplias ventajas conparado con | os nétodos
far macopei cos reportados, ya que el sistema es isocratico, con un tienpo
de corrida nenor y pernite | a eval uaci 6n del proceso de fabricaci 6n

El método analitico para la cuantificacion de Testosterona y sus
i mpurezas en suspensi 6n parenteral de Testosterona, es confiable para su

aplicaci 6n en estudio de estabilidad del producto ya menci onado.
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