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1 INTRODUCCION

Existen en el mercado medicamentos fabricados con farmacos que son
catalogados como oncoldgicos, la exposicion a estas sustancias a personas sanas
podria causarles problemas toxicos graves. Durante la fabricacion de estos
medicamentos, especificamente en el proceso de limpieza de equipos, uniformes
y areas, los laboratorios farmacéuticos obtienen un residuo de agua contaminada
con este tipo de farmacos y en muchos de los casos es desechada en el drenaje
municipal sin ser inactivado el peligro toxico potencial.

El Estado Mexicano obliga a las empresas farmacéuticas a realizar un monitoreo
del agua residual de los procesos de fabricacion para determinar la cantidad de
compuestos quimicos peligrosos y evitar que sean desechados de manera
irresponsable en el desague publico.

Para evitar la contaminacién con aguas residuales, un laboratorio farmacéutico
retiene estas aguas en una cisterna de contencion para tratarla por medio de
oxidacion con hipoclorito de sodio concentrado, posteriormente se realiza una
recirculacion de las aguas por medio de bombas, al paso de varias horas se toman
muestras de esta agua para determinar si el tratamiento fue suficiente para
degradar los activos hasta un limite permisible, de no ser asi, se realiza una nueva
adicion de hipoclorito de sodio con una recirculacion hasta obtener un limite
permisible de los activos. Cuando el tratamiento es satisfactorio, el laboratorio
farmacéutico envia esta agua a una planta de tratamiento privada, en donde se
encargan de su disposicion final.

Los farmacos Anastrozol, Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno son catalogados
como farmacos oncolégicos. En el caso de Anastrozol y Bicalutamida, estos
principios activos son un potente inhibidor selectivo no-esteroidal de la aromatasa
el cual es prescrito en el tratamiento de cancer avanzado de seno en mujeres
postmenopausicas.

La Flutamida es un antiendroégeno no-esteroidal que inhibe competitivamente el
enlace andrégeno - receptor andrégeno. La Flutamida esta relacionada
estructuralmente y farmacolégicamente con la Bicalutamida.

Este trabajo desarroll6 una metodologia analitica en la cual se puedan determinar
y cuantificar éstos principios activos oncoldgicos citotdxicos (Anastrozol,
Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno) en agua residual de procesos de
fabricacion de productos farmacéuticos.

Debido a las caracteristicas de sensibilidad, especificidad y selectividad, el método
analitico fue desarrollado por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
(CLAR) la cual permite la separacion de los compuestos de la matriz compleja,
para su posterior cuantificacion por medio de una deteccion Ultravioleta.

En el momento en que se obtuvieron las condiciones cromatograficas ideales que
permitieron la separacion de los compuestos de interés y para su posterior
cuantificacion, se determiné que era susceptible de validacion.



Los pardmetros de validacion que se determinaron fueron: adecuabilidad,
precision del sistema, especificidad, linealidad del sistema, linealidad del método,
limite de cuantificacién y limite de deteccion, repetibilidad, precisién intermedia,
robustez y estabilidad analitica de las soluciones muestra.



2 MARCO TEORICO:
2.1 Cromatografia

La definicion de Cromatografia fue introducida por primera vez en 1906 por el
Quimico Botanico Michael Tswett, derivado del griego Chroma - color y Grapho -
escritura. Tswett realizé un trabajo en donde describia la separacién de pigmentos
coloreados de plantas en bandas por medio de columnas de tiza y otros materiales
como polisacaridos. Tswett observo el efecto de las separaciones usando
diferentes materiales en la columna y de su tamafio de particula, sin embargo, su
trabajo no resulto util hasta los afos 30’s cuando Lederer y otros autores
describieron en sus trabajos la separacion de pigmentos de plantas, incluyendo
carotenos y xanthophylls ),

La International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) define la
cromatografia de la siguiente manera:

“Un método fisico de separacion en el cual los componentes a
separar son distribuidos entre dos fases, una de ellas esté fija (fase
estacionaria) y la otra se mueve a una direccion definida (fase
mévil)” @,

2.2 Clasificacion de la Cromatografia

Existen distintas clasificaciones de la cromatografia, cada una de éstas
clasificaciones involucran ya sea el principio de la separacibn o alguna
caracteristica implicita en el sistema cromatografico utilizado. Sin embargo, la
clasificacibn mas comunmente utilizada es la clasificacion por el principio
involucrado en la separacion en las cuales se incluyen las siguientes:

2.2.1 Cromatografia de Adsorcion

La separacion en la cromatografia de adsorcion est4 basada en las diferencias
entre la afinidad de adsorcion de los componentes de la muestra y la superficie de
la fase estacionaria. ®

Los sistemas basados en la cromatografia de adsorcion, utilizan solventes no-
polares que contienen una proporcion pequefa de algun aditivo polar. Cuando la
muestra es aplicada, las moléculas de soluto con algun grupo funcional polar se
uniran a los sitios activos de la fase estacionaria, los cuales seran desplazados
subsecuentemente por las moléculas de aditivos polares de la fase movil, las
moléculas de soluto desplazadas seran re-adsorbidas en sitios activos libres de la
fase estacionaria.

El desplazamiento de las moléculas del soluto dependera de su polaridad relativa,
las moléculas mas polares seran adsorbidas mas fuertemente, mientras que las
moléculas menos polares seran débilmente adsorbidas.



2.2.2 Cromatografia de Reparto

A este tipo de cromatografia también se le conoce como cromatografia liquido-
liguido. En estos sistemas las moléculas del soluto se distribuyen entre dos
liquidos, en el cual uno es fase movil y otro la estacionaria, la cual se encuentra
homogéneamente dispersada en un soporte solido, finamente dividido.

En 1952, el desarrollo de este sistema le valid para ganar el premio Nobel de
guimica a Martin y Synge, pero la complejidad de la fijacion de la fase estacionaria
al soporte asi como la imposibilidad de realizar gradientes de elucion han hecho
que estos sistemas hayan sido casi totalmente desplazados. @ ©

2.2.3 Cromatografia de Intercambio I6nico

En estos sistemas cromatograficos, el proceso de intercambio i6nico se lleva a
cabo cuando una solucidon que contiene un electrolito entra en contacto con una
resina con un intercambiador i6nico, en donde el analito es retenido para
posteriormente ser desplazado por otros iones de carga similar al analito. @ ©

2.2.4 Cromatografia de Exclusion

Se diferencia fundamentalmente a las anteriores a que la separacién se logra
principalmente en base al peso y tamafio molecular del analito, en donde las
moléculas mas grandes logran eluir y salir mas rapido que las moléculas de
tamafio menor, esto se debe a que las moléculas de peso y tamafio menor son
retenidas en los poros que tiene la fase estacionaria.

Principalmente, existen dos clases de materiales utilizados como fase estacionaria
en la cromatografia de exclusion, el primero son Polimeros macromoleculares
semirrigidos y el segundo silice inerte rigida o vidrio. <V

2.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

Desde los estudios de Tswett en 1906 hasta la fecha, las técnicas cromatogréaficas
se han avanzado enormemente, se han desarrollado nuevos sistemas
cromatograficos que son mas precisos, se han estudiado nuevos materiales para
ser utilizados como fase estacionaria que han resultado mas econémicos,
eficientes, selectivos y resistentes, ademas se han desarrollado equipos que
permiten reducir los tiempos de analisis de una manera impresionante.

Buscando incrementar la eficiencia de las columnas la teoria indica que se debe
aumentar el tiempo de contacto del analito con la fase estacionaria, esto se logra
mediante la disminucion del tamafio de particula de la fase estacionaria lo que
implica un inconveniente, al disminuir el tamafio de la particula de la fase
estacionaria la presion dentro de la columna aumenta, lo que implico el desarrollo
de bombas que fueran capaces de distribuir la fase maévil en la columna de una
manera constante, precisa y exacta aunque el sistema aumentara la presion.

Estos cambios en la fase estacionaria implicaron cambios exhaustivos en el
disefio y detectores que fueran capaces de resistir las nuevas presiones de trabajo
en un analisis por cromatografia de liquidos.
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Acorde a la tecnologia desarrollada para ese momento Horvarth @ construy6 uno
de los primeros sistemas de cromatografia de liquidos el que se us6 en estudios
sobre nucleétidos utilizando materiales micronizados en el empaque de la
columna. Este desarrollo dio pie a lo que se conoce como Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) o Alta Presién o también conocido como
HPLC (por sus siglas en ingles High Performance Liquid Chromatographic).

En la actualidad en el mercado existen un sinnUmero de marcas de equipos para
CLAR que son mas precisos y sensibles que sus antecesores de los afios 70’s; sin
embargo, el concepto general sigue siendo el mismo.

El equipo para CLAR debe contar como minimo con una bomba que se capaz de
desplazar la fase mévil de una manera constante y precisa, un detector el cual
debe ser a fin al analito a analizar y un sistema que procese los datos obtenidos
durante el andlisis (integrador).

Existen aditamentos adicionales que ayudan enormemente a la reproducibilidad
del analisis como lo son los automuestreadores, inyectores automatizados,
termostato de columna y muestras y controladores e integradores computarizados.
En la figura 1 se muestra el diagrama de un sistema CLAR baésico.

Instant Filot |

Cabina de disohentes

Detector

Com partim en to |
de columna I'n i

Inyector awtom atico

Bomba

e I ]

Figura 1. Diagrama de un Sistema CLAR basico ©.



2.3.1 Bomba

La bomba sirve para transferir la fase movil desde los reservorios hasta el inyector
y de alli a la columna y al detector. El flujo de disolvente que impulsan puede ser
muy variado, en la actualidad existen bombas que son capaces de suministrar
volumen en el orden de los microlitros por minutos (cromatografia ultra rapida)
pasando por flujos de pocos mililitros por minuto (cromatografia convencional) y
hasta valores mucho mas altos para separaciones semi-preparativas y/o
preparativas. ©

Los requerimientos minimos que debe contener una bomba para CLAR son los
siguientes: Y

e Los materiales de construccion deben ser inertes a los solventes
comunmente usados.

e Debe ser capaz de suministrar altos volumenes de solvente.

e Debe ser capaz de suministrar flujos precisos y exactos.

e El cabezal de la bomba debe tener un volumen pequefio para facilitar un
cambio rapido en la composicién de la fase movil.

e Debe ser capaz de sostener altas presiones alrededor de los 7000 Psi; en
la actualidad existen bombas capaces de sostener presiones maximas de
17000 Psi.

e Debe ser capaz de suministrar un flujo continuo libre de pulso y no
contribuir al ruido en la deteccion.

Basicamente, existen dos tipos de bombas: las de pistdn o reciprocantes y las de
desplazamiento continuo (bombas de jeringa).

Bombas reciprocantes. La mayor parte de los equipos cromatograficos utilizan
bombas con pistones tipo reciprocante, desde un pistén hasta cuatro, el pistén se
conecta a un motor del equipo por medio de engranajes y el movimiento hacia
adelante impulsa el solvente despegando una esfera de rubi de su asiento de
zafiro y abriendo de esta forma la valvula de salida. La esfera es retenida por una
malla de retencion al tiempo que el solvente es impulsado hacia el sistema.
Simultaneamente la presién generada actta sobre la otra véalvula, la de entrada,
en la cual la esfera de rubi es forzada a ubicarse en el asiento de zafiro. Cuando el
pistdn retrocede por el mecanismo inverso se cierra la valvula de salida y se abre
la de entrada permitiendo que el solvente proveniente del reservorio llene la
camara del piston. Normalmente la valvula de entrada se encuentra en la parte
inferior y la de salida en la superior del cabezal de la bomba. Este disefio permite
gue las burbujas que accidentalmente entren en el sistema sean facilmente
eliminadas. ®

Las bombas reciprocantes permiten variar el flujo por alguno de los siguientes
mecanismos:

e Variando el recorrido del piston.
e Variando la velocidad del movimiento del piston.



En la figura 2 se muestra un diagrama de un cabezal de una bomba reciprocante.

C

Figura 2. Diagrama de un cabezal de bomba reciprocante; a) y b) entrada de solvente de limpieza del pistén, c)
pistén, d) y e) valvulas de entrada y salida. ®

Bombas de jeringa. Es un dispositivo de desplazamiento continuo, es decir, el
solvente contenido en un cilindro es impulsado hacia el inyector por medio de un
movimiento continuo y hacia delante del piston. El recorrido del piston y el
volumen desplazado suficiente para efectuar un numero determinado de ensayos
sin necesidad de recargar su camara. La figura 3 muestra el diagrama de una
bomba de jeringa.

La principal ventaja de este tipo de bombas es la total ausencia de pulsos ya que

la camara no necesita ser recargada, mientras que la principal desventaja esta

dada por el flujo y el tiempo necesario para recargar la camara cuando ésta se
in (3

vacia.

Reposiclon
de
Fase Movil

{

Columna

{
.

%

Motor S s

Figura 3. Diagrama de bomba de jeringa. ©
2.3.2 Inyector

Anteriormente la introduccion de la muestra en solucion se realizaba por medio de
inyeccion manual, con ayuda de una microjeringa, lo que implicaba una gran
variacion entre inyeccion e inyeccion de una misma solucion, en la actualidad esto
ya no se lleva a la practica gracias al desarrollo y disefio de los inyectores
automatizados.
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El inyector es el médulo o dispositivo que permite introducir la muestra en solucion
sin interrumpir el flujo del solvente a través del sistema y permite una minima
variacion entre inyecciones de la misma muestra.

Un inyector basico debe reunir una serie de caracteristicas importantes, como lo
son:

e Facil operacion.

¢ Inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas presiones.

e Debe ser preciso y exacto en la cantidad de muestra introducida en el
sistema.

¢ No debe provocar diluciones importantes de la solucion inyectada.

Actualmente la totalidad de los inyectores de CLAR son valvulas que orientan el
flujo del disolvente hacia la columna, pasando o no (segun su posicion) a través de
un loop en el cual se introduce el volumen a inyectar, las valvulas se accionan de
manera automatizada.

2.3.3 Detector

La funcion de un detector es monitorear y ubicar en tiempo y espacio la posicion
de cada componente de la muestra que sale de la columna cromatogréfica en la
fase movil. @

Los detectores funcionan por medio de diferentes principios, pero todos utilizan
una sefial electrica que es proporcional a alguna propiedad fisico-quimica de cada
uno de los analitos.

En la eleccidn de tipo de detector debe tomarse encuenta las caracteristias fisico-
guimicas del analito y las especies quimicas en la muestra y ésta eleccién puede
subsecuentemente determinar el tipo de eluente a usar y posiblemente la fase
estacionaria y el tipo de de cromatografia.

El detector ideal debe contar con las siguientes caracteristicas:

Alta sensibilidad.

Buena estabilidad y reproducibilidad.

La respuesta obtenida debe ser lineal.

Debe contar un pequefio volumen interno.

Debe tener un bajo tiempo de respuesta independiente del flujo.
Insensible a cambios de temperatura y presion.

Deben contar con alta confiabilidad y ser facil de usar.

La respuesta obtenida debe ser similar o selectivo para cada clase de
analitos.

e No debe ser destructivo.

Los detectores pueden clasificarse en dos clases: generales o universales y
detectores selectivos.

Los detectores universales miden el cambio de alguna propiedad fisica de la fase
movil que contiene el analito en comparacion con la misma fase mévil pura. Como
-11 -



ejemplos tipicos de estos tipos de detectores se cuentan con indice de refraccion y
de conductividad.

Los detectores selectivos son aquellos que miden alguna propiedad propia del
soluto. Como ejemplo se tiene los detectores UV, que producira una sefal
proporcional a la absorbancia del soluto a una longitud de onda determinada. Otro
ejemplo es el detector de fluorescencia, empleado para la deteccion de solutos
con fluorescencia natural o conferida por reaccién con algun reactivo fluorogénico.

2.3.4 Integrador

El registro de datos obtenidos por la sefial proveniente del detector y su eventual
procesamiento se realiza por medio de un sistema de toma y procesamiento de
datos de los que podemos nombrar los siguientes:

e Registrador grafico o graficador.

e Integrador. No solo se obtiene un gréafico sino también un procesamiento
matemaético de los datos.

e Computadora. En la actualidad este es el sistema mas usado, basicamente
la computadora (con el software apropiado) permite el registro grafico del
cromatograma, como el procesamiento matematico de los datos,
almacenamiento de la informacion, generacion de reportes e incluso el
manejo global del cromatdgrafo. Como las computadoras necesitan sefiales
digitalizadas, se necesita una interface analégica-digital que convierta la
sefal analdgica del detector.

2.4 Anastrozol

El Anastrozol es un potente inhibidor selectivo no-esteroidal de la aromatasa el
cual es prescrito en el tratamiento de cancer avanzado de seno en mujeres
postmenopausicas y en algunos pacientes con ER diseminacion negativa. © ("

El Anastrozol es un inhibidor de la enzima CYP19 que es responsable de la
aromatizacion de la testosterona a la forma 17-B-estradiol, la administraciéon de
Anastrozol puede disminuir los niveles de 17-B-estradiol endégeno. ©

El Anastrozol aparece rapidamente en el plasma y su concentracion maxima
(Cmax) se obtiene entre 1.2 y 1.3 horas después de una Unica dosis oral, el
anastrozol no es detectable después de 48 horas de la administracion de una
dosis de 0.5 mg y después de 120 horas de la administracién de 1.0 mg. ©

Nombres guimicos:

e (1,3-benzenediacetonitrile,a,a,a’,a-tetramethyl-5-(1H-1,2,4—triazol-yl-
methyl)

o [2,2¢—[5-1H-1, 2, A4-triazole-1-y—methyl)- 1, 3—phenylene] bis (2—
methylpropiononitrile)]

e 2-[3-(1-cyano-1-methyl-ethyl)-5-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)phenyl]-2-
methyl propanenitrile

-12 -



Estructura quimica:

NN
NG o
Hy CHa

CHa CHa

Figura 4. Estructura quimica del Anastrozol. %

Propiedades Fisico-quimicas

Formula quimica condensada: C;7HgNs

Masa molecular: 297.37 g/mol

Punto de fusion: 81° - 82° C

Descripcion: Cristales a partir de acetato de etilo / ciclohexano

Productos comercializados

En la industria farmacéutica existen diversos productos que contienen el
Anastrozol como principio activo, a continuacion se enuncian algunos
comercializados en México:

Tabla 1. Medicamentos con Anastrozol como Principio activo. ™V

Nombre Comercial Laboratorio Fabricante

Arimidex Astrazeneca
Asoinacor Asofarma
Probitor Accord Farma
Ultrodena Cryopharma
Zolazatin Teva

Métodos Analiticos Propuestos

Para la determinacion de Anastrozol en producto terminado existen diversas
propuestas de andlisis. Kumar © propone un sistema cromatografico el cual
consiste en una fase movil compuesta de acetonitriio mezclada con buffer de
fosfatos a un pH de 6.0 = 0.05 en una proporcion de 1:1 v/v, la fase estacionaria
consta de una columna Gracemart RP18 100 x 4.6 mm con tamafio de particula
de 5 um y la deteccion se llevd a cabo con un detector UV a 215 nm con el
sistema descrito se obtuvo el siguiente cromatograma (Figura 5).
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Figura 5. Cromatograma tipo de Anastrozol obtenido por el sistema cromatografico propuesto por Kumar et al. ©

Satynnarayana (12) propone un sistema cromatografico diferente. La fase movil

consta de acetonitrilo-metanol-acido fosforico al 0.1% (30:20:50) con un flujo de
1.0 mL/min, la fase estacionaria es una columna C18 y una deteccion con UV a
256 nm.

Existen también técnicas cromatogréficas propuestas para la determinacion de
posibles sustancias de degradacion del Anastrozol. Reddy, et al ¥, analiz6
muestras de producto terminado que habian sido sometidas a reaccion de
oxidacion. Se logré separar el Anastrozol de sus productos de degradacion y
sustancias relacionadas mediante una columna ODS-3V, de 250x4.6 mmy 5 pum.
La fase maovil consta de agua-acetonitrilo en un gradiente a un flujo de 1.0 mL/min
y una deteccién con UV a 215 nm.

Otro sistema propuesto para la determinacion de sustancias de degradacion del
Anastrozol es el propuesto por Sitaram, et al. **, en donde el activo fue sometido
a condiciones de estrés indicados en la ICH guidelines, las muestras fueron
analizadas utilizando una columna Oyster ODS-3 de 100x4.6 mm y un tamafo de
particula de 3.0 um, utilizando como fase mévil una mezcla de formiato de amonio
10 mM y acetonitrilo en una proporcion de 60:40 (v/v), a un flujo de 0.5 mL/min, la
deteccion se llevo a cabo con un detector UV a 215 nm.

2.5 Bicalutamida

La Bicalutamida es un agente anti-androgénico no-estoridal que actua por
encuadernaciéon del receptor de andrégeno previniendo la activacion de estos
receptores por lo que se regula la respuesta androgénica por hormonas, ademas
acelera la degradacion del receptor androgénico. Es un potente inhibidor selectivo
no-esteroidal de la aromatasa el cual es prescrito en el tratamiento de cancer
avanzado de seno en mujeres postmenopausicas.

Nombres guimicos

e N-[4-cyano -3- (trifluoromethyl) phenyl] -3- [(4-fluorophenyl) sulfonyl] -2-
hydroxy-2-methyl propanamide.

e (+)-40-Cyano a,a,a,-trifluoro-3-[(p-fluoro phenyl)sulfonyl]-2-methyl-m-
lactotoluidide
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F N =
NG F
(10)

Figura 6. Estructura quimica de la Bicalutamida.

Propiedades Fisico-quimicas

Formula quimica condensada: CigH14F4N204S

Masa molecular: 430.38 g/mol

Punto de fusion: 191° - 193° C

Descripcion: Cristales a partir de acetato de etilo / éter de petréleo (1:1)

Productos Comercializados

Tabla 2. Medicamentos con Bicalutamida como Principio activo. ™

Nombre Comercial Laboratorio Fabricante
Advanpro Accord Farma
Bicotexida Pisa

Calutol Asofarma
Casdrogen Cryopharma
Casodex Astrazeneca

Métodos Analiticos Propuestos

Lakshmana “® propone un sistema cromatografico para la determinacién de
Bicalutamida en materia prima y producto terminado bajo la siguientes condiciones
cromatograficas. Como fase movil propone una mezcla de acetonitrilo grado
cromatografico con un buffer de fosfatos pH 2.8 en una proporcién 40:60 viv, a
flujo de 1.0 ml/min. Utilizando como fase estacionaria una columna XTERRA-RP
18 de 100 x 4.6 mm y un tamafio de particula de 5 um y como sistema de
deteccidon un detector UV a 270 nm. El cromatograma obtenido se muestra en la
figura 7.

Un sistema cromatografico propuesto por Chandanam ®” es muy similar al de
Lakshamana, Chandanam propone un sistema cromatografico para la
determinacién de Bicalutamida en materia prima y producto terminado bajo la
siguientes condiciones cromatograficas. Como fase movil propone una mezcla de
acetonitrilo grado cromatografico con un buffer de fosfatos pH 2.8 en una
proporcion 50:50 v/v, a flujo de 1.0 ml/min. Utilizando como fase estacionaria una
columna XTERRA-RP 18 de 100 x 4.6 mm y un tamafio de particula de 5 pum y
como sistema de deteccidén un detector UV a 270 nm. El cromatograma obtenido
se muestra en la figura 8.
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Figura 7. Cromatograma obtenido por Lakshamana Rao bajo las condiciones cromatogréaficas propuestas. *®

BICALUTAMIBE—|

Figura 8. Cromatograma obtenido bajo las condiciones cromatograficas propuestas por Chandanam. @n

Para la determinacion de Bicalutamida y sus sustancias relacionadas y productos
de degradacion Raman Nanduri (18 propone dos sistemas cromatograficos. El
primero consiste en un sistema CLAR bajo las siguientes condiciones:

Como fase estacionaria se propone una columna Zorbax SB Phenyl de 150x4.6
mm y un tamafo de particula de 3.5 um el volumen de inyeccién fue de 20 puL y la
deteccion se realizdé en UV a 220 nm. Parte de la fase movil consiste en un buffer
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0.01 M de fosfato monobasico de sodio a pH 6.0, 0.001 M de acido 1-
octanosulfonato de sodio y 0.0025 M de hidrégeno sulfato de tetrabutilamonio.
Este buffer fue mezclado con acetonitrilo para preparar dos fases méviles (A y B)
la fase moévil A consiste en una mezcla de buffer-acetonitrilo en una proporcién de
95:5 v/v y la fase mévil B en una mezcla de buffer-acetonitrilo en una proporcion
de 10:90 v/v. La elucion se llevé a cabo por medio de un gradiente el cual fue
programado de la siguiente manera:

Tabla 3. Gradiente propuesto por Raman Nanduri para la separauon de Bicalutamida y sus sustancias relacionadas

por CLAR. ¢
| TIEMPO %A | %B
0 80 20
25 80 20
36 75 25
49 70 30
64 60 40
68 55 45
76 45 55
85 80 20
90 80 20

El cromatograma resultante en el experimento por CLAR se observa en el figura 9.
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Figura 9. Cromatograma tipo obtenido por Raman Nanduri para la separacmn de Bicalutamida y sus sustancias
relacionadas con el sistema CLAR. ¢

La segunda propuesta por Raman Nanduri consiste en un sistema UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatographic) consiste en lo siguiente:

Como fase estacionaria se propone una columna HSS T3 100x2.1 mm y un
tamafio de particula de 1.8 um. el volumne de inyeccion fue de 2 ul y la deteccion
se realizé en UV a 220 nm. Parte de la fase movil consiste en un buffer 0.01 M de
fosfato monobasico de sodio a pH 6.0. La fase movil A consiste en solo el buffer y
la fase mévil B en una mezcla de buffer-acetonitrilo en una proporcion de 10:90
v/v. La elucion se llevo a cabo por medio de un gradiente el cual fue programado
de la siguiente manera:
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Tabla 4. Gradiente propuesto por Raman Nanduri para la separacién de Bicalutamida y sus sustancias relacionadas

por UPLC. ®®
TIEMPO | %A %8B
0 62 28
26.0 45 55
20.3 45 55
313 62 28
34.0 62 28

El cromatograma resultante en el experimento por UPLC se observa en el figura
10.
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Figura 10. Cromatograma tipo obtenido por Raman Nanduri para la separacion de Bicalutamida y sus sustancias
relacionadas con el sistema UPLC. ®®

2.6 Flutamida

La Flutamida es un antiendrégeno no-esteroidal que inhibe competitivamente el
enlace andrégeno — receptor andrégeno. La Flutamida estd relacionada
estructuralmente y farmacolégicamente con la Bicalutamida. % %

Nombres guimico

e 2-Methyl-N-[4-nitro-3-(trifluoromethyl)phenyl]propanamide
e a,q,a-trifluoro-2-methyl-4'-nitro-m-propionotoluidide
e 4'-nitro-3'-trifluoromethylisobutyranilide

Numero CAS

e 13311-84-7
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Figura 11. Estructura quimica de la Flutamida.

Propiedades Fisico-quimicas

Férmula quimica condensada: Cy1H11F3N203
Masa molecular: 276.22 g/mol

Punto de fusion: 111.5° - 112.5° C
Descripcion: Cristales a partir de benceno

Productos Comercializados

Tabla 5. Medicamentos con Flutamida como Principio activo. @y

Nombre Comercial Laboratorio Fabricante
Tafenil Asofarma
Euflex Schering
Fugerel Schering

Métodos Analiticos Propuestos

Anton Smith  etal ®Y proponen una un sistema cromatografico para la

determinacién de Flutamida el cual consiste en una fase movil compuesta de una
mezcla de acetonitrilo- agua en una proporcién 70:30 (v/v) a un flujo de 1.0 ml/min.
La columna utilizada es una Spheri — 5 RP — 18, con tamafio de particula de 5 um
de 250 x 4.6 mm. La deteccion se realiz6 por medio de un detector de
fluorescencia equipado con filtros de 255 nm para la excitacion y de 375 nm para
la emision. Y para la cuantificacion se realiza por medio de un estandar interno el
cual no es nombrado. %

Ver cromatograma obtenido en el experimento en la figura 12.
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Figura 12. Cromatograma tipo obtenido por Smith et al para la determinacion de Flutamida en una formulacion
farmacéutica. @

Otra propuesta para la determinacion de Flutamida, pero en sangre la realizé Filip
et.al. ®» esta consiste en la separacion de la flutamida de la matriz por medio de
una columna Nucleosil 120 C18 de 5 um de tamafio de particula, una longitud de
250 mm y un diametro de 4 mm. Como fase movil se utilizo una mezcla de
acetonitrilo - agua (60:40 v/v) y con un flujo de 1.0 mL/min. (Figura 13).

FLUTAMIDE |
6.35

CHCHCONE—(  ))—No.

CH,

Figura 13. Cromatograma tipo obtenido por Filip et al para la determinacion de Flutamida en sangre. @

2.7 Tamoxifeno

El principio activo denominado Tamoxifeno esta indicado para el tratamiento del
carcinoma mamario metastasico en mujeres postmenopdausicas. Tamoxifeno tiene
indicacion en el caso de carcinoma en estadio | y en otras etapas con ganglios
axilares histolégicamente negativos, cuando existen factores histolégicos
desfavorables; su uso se asocia en estos casos a disminucion de recurrencias y a
mayor sobrevida, especialmente en mujeres posmenopausicas con receptor
estrogénico positivo. ™)

Tamoxifeno es un farmaco no esteroideo basado en trifeniletiieno que muestra un
espectro complejo de antagonista estrogénico y efectos farmacoldgicos similares a
los agonistas de los estrogenos en diferentes tejidos. En pacientes con cancer de
mama, a nivel tumoral, Tamoxifeno actla principalmente como un anti-estroégeno,
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previniendo la unién del estrégeno al receptor estrogénico. Sin embargo, los
estudios clinicos han mostrado algun beneficio en los tumores receptor estrogeno
negativo, lo cual puede indicar otros mecanismos de accion. En la situacion
clinica, se reconoce que Tamoxifeno produce reducciones, del orden del 10-20%,
en los niveles de colesterol sanguineo total y en las lipoproteinas de baja densidad
en mujeres post-menopausicas. Adicionalmente, se ha comunicado que

Tamoxifeno mantiene la densidad mineral 6sea en mujeres post-menopausicas.
(10)

Existen monografias compéndiales como la USP ©®® en las cuales indican un
método analitico para valoracion del producto terminado y materia prima, se ha
observado que el uso del sistema cromatografico descrito en la USP en las
instalaciones del laboratorio, presenta problemas con la forma del pico de
Tamoxifeno, especificamente el coleo, ya que en la adecuabilidad del sistema se
presenta un coleo mayor a 2.0, lo cual podria presentar problemas de
reproducibilidad en la cuantificacion.

Estructura Quimica

Figura 14. Estructura quimica del Tamoxifeno. ©

Propiedades Fisico-quimicas

e Descripcion: Polvo cristalino fino y blanco inodoro, Higroscopico;
sensibilidad a la luz UV

e Punto de fusion: 140°-142° C

e Solubilidad: Ligeramente soluble en agua, soluble en etanol, metanol y
acetona

e Toxicidad: DLsy en ratones y ratas (mg/kg): 200, 600 i.p.; 62.5, 62.5 i.v.;
3000-6000, 1200-2500 oral

Productos Comercializados:

11)

Tabla 6. Medicamentos con Tamoxifeno como Principio activo.

Nombre Comercial Laboratorio Fabricante
Novaldex Astrazeneca
Taxus Asofarma
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Métodos analiticos propuestos para la determinacién de Tamoxifeno:

Como ejemplo tenemos el método analitico para la determinacion de Tamoxifeno
en producto terminado tabletas, éste método esta descrito en la Farmacopea de
los Estados Unidos de América del afio 2011.

Método analitico para la valoracién de Tamoxifeno en producto terminado tabletas.
Fase movil:

Preparar una solucion de metanol que contenga, en cada litro, 320 mL de agua, 2
mL de acido acético glacial y 1.08 g de 1-octanosulfonato de sodio.

Preparacion del Estandar:

Disolver una cantidad exactamente pesada de SRef Tamoxifeno citrato USP en
fase movil para obtener una solucion de concentracion conocida de
aproximadamente 200 pg/mL.

Preparacion de la muestra:

Pesar y pulverizar finamente no menos de 20 tabletas. Transferir una cantidad
exactamente pesada de polvo, equivalente a 20 mg de Tamoxifeno a un tubo para
centrifuga. Pipetear 30 mL de fase movil dentro del tubo y agitar mecanicamente
por no menos de 15 minutos. Centrifugar alrededor de 1000 rpm. Pipetear 5 mL
del sobrenadante claro a un matraz volumétrico de 25 mL, diluir con fase movil y
mezclar.

Sistema cromatografico:

El cromatografo de liquidos es equipado con un detector a 254 nm, y una columna
de 4 mm x 30 cm empacada con L11. La velocidad de flujo es de 1.5 mL/min.

La desviacion estandar relativa entre inyecciones repetidas no es mayor a 3.0%
2.8 Software de simulacién cromatografica.

La implementacion de nuevas tecnologias en el desarrollo, optimizaciéon e
implementacion de métodos analiticos cromatograficas ha llevado a la utilizacion
de software capaces de predecir el comportamiento de los compuestos quimicos
bajo ciertas condiciones cromatograficas determinadas.

Un ejemplo de este tipo de software que se encuentra en el mercado es el
ACD/LC & GC Simulator, este software es capaz de predecir el comportamiento
de los compuestos quimicos en un analisis cromatografico, por medio de bases de
datos con datos experimentales o con calculos de propiedades fisicoquimicas de
los compuestos en el andlisis (punto de ebullicion, pk,, etc.). Este simulador ofrece
modelos de cromatogramas y predice las condiciones cromatogréaficas optimas y
tiempos de retencion para los compuestos que se pretende separar. ?%
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2.9 Validacion de Métodos Analiticos

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2013 “Buenas Practicas de
Fabricacion de Medicamentos” ®® define validacion de la siguiente manera:

“Validacién, a la evidencia documental generada a través de la
recopilacion y evaluacion de los datos obtenidos en la calificacién y
de las pruebas especificas, basadas en el conocimiento del
proceso, sistema o0 meétodo, para demostrar funcionalidad,

consistencia y robustez”, ?®

A su vez, el Colegio de Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos México

(CNQFB) por medio de su Guia de Validaciéon de Métodos Analiticos “® define de
una manera mas precisa la validacion de método analiticos:

“Proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que
la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicaciéon

analitica deseada”. ?®

En funcion de la aplicacion del método analitico, los parametros a estudiar son los
siguientes:

Tabla 7. Parametros analiticos a realizar en funcion a la naturaleza del método. ®®

) Contenido / ‘ Pruebas de Impurezas .
PARAMETRO Potencia / Identificacion
Valoracién ~ Contenido | Limite

Precisién / Adecuabilidad del sistema Sl Sl SI¢ *

Linealidad del Sistema Sl Sl NO NO
Especificidad * SI SI Sl Sl
Exactitud y Repetibilidad Sl Sl NO NO
Linealidad del Método Sl Sl NO NO
Precision Intermedia ° Sl Sl NO NO
Estabilidad Analitica ” * * NO NO
Limite de Deteccion NO NO Sl NO
Limite de Cuantificacion NO Sl NO NO
Robustez * * * NO
Tolerancia * * * NO

* Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.

a. La Falta de especificidad de un método analitico, puede ser compensada por otra alternativa analitica de soporte como por ejemplo cromatografia de capa fina.
b. Tambien es definido como un estudio de Tolerancia.

c. Un metodo que es exacto y lineal, por definicion es especifico al placebo analitico o a los otros componentes de la muestra.

2.9.1 Parametros Analiticos de Validacion
2.9.1.1 Precisiéon

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto o de una referencia. ¢

La International Conference on Harmonisation of Technical Requerements for
Registrarion of Pharmaceticals for Human Use (ICH) en su guia Validation of
Analytical Procedures: Text and Methology “” indica que la precisién expresa el
grado de dispersion entre una serie de medidas obtenidas de multiples muestras
de una misma muestra homogenea bajo condiciones preestablecidas.
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La precision se expresa usualmente en terminos como varianza, desviacion
estandar o coeficiente de variacion de las series de medidas.

2.9.1.2 Linealidad del Sistema

La linealidad es la habilidad para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica definida, son

Pr?;()o)rcionales a la concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado.
26), (27

2.9.1.3 Especificidad

Es la habilidad para determinar inequivocamente el analito en presencia de otros
componentes. Tipicamente estas pueden tratarse de impurezas, degradados,
matriz, etc. ¢"

El CNQFB define la especificidad como la capacidad de un método analitico para
obtener una respuesta debida unicamente al analito de interes y no a otros
componentes de la muestra. ©©

2.9.1.4 Exactitud

Es la concordancia entre un valor obtenido empleando el metodo y valor de
referencia. ®® Es decir, la exactitud nos indica el grado de concordancia que existe
entre la cantidad de analito obtenido por medio del método analitico y la cantidad
verdadera presente en la muestra. ¢”

2.9.1.5 Repetibilidad

La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacion en
un intervalo corto de tiempo. También puede ser denominada precision intra-
ensayo. ¢"

Es concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un
solo analista, usando los mismos instrumentos y método. ?®

2.9.1.6 Linealidad del Método

La Linealidad del Método nos indica el grado de concordancia que existe entre la
cantidad de analito obtenido por medio del método analitico y la cantidad
verdadera presente en la muestra a diferentes niveles de concentracion,
generalmente en un intervalo que va desde el 70% hasta el 120% de la
concentracion de trabajo. ?®

2.9.1.7 Precision del Método o Precisiéon Intermedia

Precision de un método analitico, expresado como concordancia relativa obtenida
entre determinaciones independientes realizadas en el mismo laboratorio, por
diferentes analistas, en distintos dias, diferentes equipos. ¢®" ¢"
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2.9.1.8 Estabilidad Analitica la Muestra

Una informacion que es muy util durante el analisis de una muestra es el tiempo
en el cual ésta es estable para su exacta cuantificaciébn y por tal motivo la
estabilidad analitica de la muestra se define como:

“Propiedad de una muestra, preparada para su cuantificacion,
de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion
del analito, después de almacenarse durante un tiempo
determinado bajo condiciones especificas”®

2.9.1.9 Limite de Deteccidn

Es la concentracion minima del analito en una muestra que puede ser detectada,
pero no necesariamente cuantificada de una manera exacta, bajo las condiciones
de operacion establecidas. ¢®: ¢"

2.9.1.10 Limite de Cuantificacion

Es la concentracion minima del analito en una muestra que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de
operacion establecidas. El limite de cuantificiacibn es un parametro para
determinaciones cuantitativas de compuestos a bajos niveles y es usado
particularmente para la determinacion de impurezas y/o productos de
degradacion. ¢® 7

2.9.1.11 Robustez

Capacidad de un método analitico de mantener su desempefio al presentarse
variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros normales de operacion
del método. %27

2.9.1.12 Tolerancia.
Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos, por el analisis de la misma

muestra bajo diferentes condiciones normales de operacibn como pueder ser
marca de reactivos, equipos y columnas. ©¢®
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La industria farmacéutica genera desechos y residuos que pueden ser peligrosos
para la salud publica y al medio ambiente; por eso, es necesario implementar
planes de accion para darle un buen destino a éstos desechos, los cuales deben
ser en medida de lo posible sustentables con el ambiente.

Una planta farmacéutica en la cual se fabrican medicamentos de tipo oncologico,
genera residuos liquidos provenientes de lavado y sanitizacién de areas y equipos
de fabricacion, éstos desechos se encuentran cargados con una cantidad de
principios activos que puede ser perjudiciales para la salud publica, si éstos
desechos son descargados en el alcantarillado publico sin que sean previamente
tratados.

Los principios activos llamados oncolégicos son peligrosos para las personas que
no se encuentran enfermas de cancer debido a sus propiedades citotdxicas y
citostaticas que pueden provocar en personas sanas mutaciones genéticas,
producir efectos negativos no hereditarios en las descendencias o aumentar la
frecuencia de éstos o afectar de forma negativa a la funcién o a la capacidad
reproductora o en su defecto producir cancer o aumentar su frecuencia.

Por eso es necesario, generar una metodologia analitica que permita la deteccion
y cuantificacion de los principios activos Anastrozol, Bicalutamida, Flutamida y
Tamoxifeno en el agua residual de los procesos de fabricacion de medicamentos
oncologicos y asi generar un procedimiento adecuado para el almacenamiento de
esta agua residual, inactivacion, disposicion y destruccion final para asi evitar
riesgos en la salud.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo primario

e Desarrollar y validar una metodologia analitica para la determinacion
de Anastrozol, Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno en agua
residual de una planta farmacéutica de productos oncolégicos.

4.2 Objetivos secundarios

e Determinar las condiciones cromatograficas preliminares para la
separacion de Anastrozol, Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno en
agua residual de una planta farmacéutica de productos oncolégicos.

e Predecir con el uso del software “ACD/LC & GC Simulator” el orden
de elucion de cada uno de los activos a determinar.

e Desarrollar un método analitico para la determinacién de Anastrozol,
Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno en aguas residuales de una
planta farmacéutica de medicamentos oncologicos.

e Diseflar un protocolo de validacion de la metodologia analitica
desarrollada para la determinacién de Anastrozol, Bicalutamida,
Flutamida y Tamoxifeno en aguas residuales de una planta
farmacéutica de medicamentos oncoldgicos.

e Validar la metodologia analitica desarrollada para la determinacion
de Anastrozol, Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno en aguas
residuales de una planta farmacéutica de medicamentos
oncoldgicos.

e Con el método analitico validado realizar la determinacién de

Anastrozol, Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno en agua residual
de una planta farmacéutica de productos oncolégicos.
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5 HIPOTESIS

Mediante el empleo del software “ACD/LC & GC Simulator” se podra predecir y
determinar el sistema cromatografico mas adecuado para la separacion de
Anastrozol, Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno en aguas residuales de una
planta farmacéutica.
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6 DISENO EXPERIMENTAL
6.1 Tipo de Estudio
e Experimental, prospectivo, trasversal y descriptivo.

6.2 Poblacion en Estudio

e Muestra de agua residual obtenida de la cisterna de contencion de aguas
residuales de la planta de produccion

Sustancia de referencia de Anastrozol

Sustancia de referencia de Bicalutamida

Sustancia de referencia de Flutamida

Sustancia de referencia de Tamoxifeno

6.3 Criterios de Inclusion

Seran incluidos los cromatogramas en donde los picos eluidos cumplan con las
siguientes caracteristicas:

Resolucioén (R): = 2.0 con el pico mas préximo
Platos Tedricos (N): = 2000

Factor de Coleo (T): < 2.0

CV entre inyecciones < 5.0% (andlisis de trazas)

6.4 Criterios de Exclusién y Eliminacion

Seran excluidos los cromatogramas en donde los picos eluidos no cumplan con
las siguientes caracteristicas:

¢ Resolucion (R): 2 2.0
e Platos Teodricos (N): = 2000
e Factor de Coleo (T): <2.0

6.5 Variables

Durante la determinacion de las condiciones cromatograficas para la separacion
de los activos las variables independientes seran las siguientes:

Tipo y composicion de la fase movil
pH de la fase movil

Flujo de la fase movil

Propiedades de fase estacionaria

La variable dependiente sera la retencion de cada uno de los activos en el
cromatograma.
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7 DESARROLLO
7.1 Equipos, Reactivos y Materiales

7.1.1 EqQuipos

Tabla 8. Equipos utilizados durante el desarrollo y validacidn de la metodologia analitica.

EQUIPOS MARCA \ MODELO

Modelo 2690 con Detector 2487

Waters (Longitud de Onda Fija)
Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion
Agilent Modelo 1290
9 (Arreglo de Diodos)
- Kinitex XB C-18. 2.6 um
Columna Cromatografica Phenomenex (4.5mm x 150mm)
o XP105DR
Balanza Analitica Mettler Toledo Sensibilidad (0.01 mg)
Sonicador Branson 5510R-DTH
Purificador de agua (Milli Q) Millipore Gradient A10, Filtro de 0.22 pm
Centrifuga Hettich Rotofix 32

7.1.2 Reactivos

Tabla 9. Reactivos utilizados durante el desarrollo y la validacién del método analitico.

REACTIVO GRADO LOTE / MARCA
Anastrozol Sustancia de Referencia Secundaria 12100418
Citrato de Tamoxifeno Sustancia de Referencia Secundaria 12100315
Bicalutamida Sustancia de Referencia Secundaria 12100375
Flutamida Sustancia de Referencia Secundaria 12100313
Agua Purificada Millipore
Metanol RA (Reactivo analitico) Tecsiquim
Acetonitrilo - L
(ACN) Cromatografico Tecsiquim
Tetrahidrofurano Cromatografico Tecsiquim
(THF) 9 q
Hidréxido de Amonio RA (Reactivo analitico) J.T. Baker
Hipoclorito de Sodio RA (Reactivo analitico) Tecsiquim
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7.1.3 Materiales

Tabla 10. Materiales utilizados durante el desarrollo y la validacién de la metodologia analitica.

MATERIAL YElLEIEY
(mL)
Matraces volumétricos 1000, 250, 200, 100, 50 “A”
. - 1.0, 2.0, 25, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, wpn
Pipetas volumétricas 10.0 A
Probeta 1000 “A”
Viales para CLAR 2.0 N/A

7.2 Desarrollo de la Metodologia Analitica

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente con un método analitico para
la cuantificacibn de Flutamida en producto terminado, se tratd de utilizar para
separacion de mas analitos de interés, lo cual a realizarse el ensayo se obtiene
una pobre selectividad; la cual es necesaria modificar para que el método analitico
pueda ser utilizado.

Se propone el empleo de Tetrahidrofurano (THF) e Hidréxido de Amonio (NH4,OH)
para obtener un pH béasico, se realiz6 un experimento con las siguientes
condiciones cromatogréficas.

Columna:  Phenomenex Kinetex XB C18 2.6 um 150x4.6 mm

Equipo: Maodulo de Separacion Waters Modelo 2690
Detector UV Waters Modelo 2487
Flujo: 1.0 mL/min

Volumen de Inyeccion: 10 pL

Fase movil: Componente A 60%: Componente B 40%
Componente A: Con ayuda de una barra magnética se mezclaron
durante 10 minutos 125 mL de Agua grado cromatogréafico, 75 mL de
THF y se adicionaron 2 mL de NH,OH concentrado.
Componente B: Se filtr6 a través de membrana de Nylon de 0.45 pm
500 mL de Acetonitrilo y posteriormente se sonic6 durante 10
minutos.

Los cromatogramas obtenidos en el experimento se pueden observar en las
figuras 15, 16, 17, 18 y 19.
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Figura 15. Cromatograma Solucién Anastrozol a 210 nm.
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Figura 17. Cromatograma Solucién Flutamida a 270 nm.
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Figura 18. Cromatograma Solucion con los cuatro a analitos a 210 nm.
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Figura 19. Cromatograma Solucidn con los cuatro a analitos a 270 nm.

Con los resultados obtenidos en el experimento anterior, se observa que no hay
una buena selectividad para el pico de Anastrozol, ya que el pico aparece dentro
del volumen muerto, por lo que se decide realizar un cambio gradual en la
polaridad en la fase movil mediante un gradiente, con la intensién de aumentar la
selectividad (a) del pico de Anastrozol y acortar el tiempo de retencién del pico de
Tamoxifeno, obteniendo los siguientes resultados:

Columna:  Phenomenex Kinetex XB C18 2.6 um 150x4.6 mm

Equipo: Cromatografo de Liquidos Agilent Modelo: 1290
Detector Agilent DAD
Flujo: 1.2 mL/min

Volumen de Inyeccién: 10 pL

Temperatura de la Columna: 35° C

Fase movil: Componente Organico: Componente Acuoso (Gradiente)
Componente Acuoso: a 500 mL de agua purificada Milli-Q se
adicionaron 2 mL de NH;OH, se mezclaron con ayuda de una barra
magnética durante 10 minutos. Se filtré a través de membrana de
Nylon de 0.45 pum, posteriormente se sonic6é durante 10 minutos.
Componente Organico: Se realizé una mezcla de 700 mL de ACN y
300 mL de THF, previamente filtrado a través de membrana de Nylon
de 0.45 um, la mezcla se tapo perfectamente y se mezclo con ayuda
de una barra magnética durante 10 minutos, posteriormente se
sonico durante 10 minutos.

Tabla 11. Gradiente de Elucién.

Gradiente
Minutos Componente Componente
Organico ACUOSO
1 0.00 70.0 30.0
2 2.00 80.0 20.0
3 6.00 80.0 20.0
4 6.01 70.0 30.0
) 8.00 70.0 300

Los cromatogramas obtenidos en el experimento se pueden observar en las
figuras 20, 21, 22, 23y 24.
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Figura 20. Cromatograma Soluciéon de Anastrozol a 270 nm.

Figura 21. Cromatograma Solucién de Bicalutamida a 270 nm.
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Figura 22. Cromatograma Solucién de Flutamida a 270 nm.

-34-



DADT C_Sig=270 4 Ref=350, 100
mALU |
O
-~
8 | ‘:'::Q’
WO
N
| Ay
) [ &
b .
4 |
1 {
|11
e > |
|
n ." == = \ _ - —_—
0 3 =
T T v T T T . T T
] 2 4 8 i{ 12 14 mrn
Figura 23. Cromatograma Solucién de Tamoxifeno a 270 nm.
= BADT ¢, S5=2704 Re=300, 100"
mAU
v
354 ‘ .‘:?\\Q
NE | S
\Lh —
: 3 oy O
25 9 &
3 " -
203 i \\Q‘ OF
w3 | Nl ¥
u-é | ((\"-5 ‘.‘-(:‘u
104 o .(".-
E s )
(= LN
J |n \ | - _
0 (7 " NG e ) R . -
R e S S S o o o 1 | '
2 4 b 8 0 12 14 min

Figura 24. Cromatograma Solucién de con los 4 analitos a 270 nm.

Con el sistema cromatografico propuesto se logré la disminucién del tiempo de
retencion del Tamoxifeno; sin embargo, no se logr6 aumentar la retencion del
Anastrozol y siguié saliendo en el volumen muerto como se muestra en Figura 20.
Cromatograma Solucién de Anastrozol a 270 nm.

Aunado a esto, debido a que no se midi6 el pH del componente acuoso utilizado
en el experimento anterior y que posteriormente se determiné que era de 9.52,
produjo un dafio irreversible a la columna, produciendo una caida en la presion del
equipo, disminucion en la eficiencia de la columna y disminucion de los tiempos de
retencion de los analitos. Solo se podria continuar con el uso del sistema
cromatografico anteriormente descrito con el uso de columnas disefiadas para
soportar rangos de pH extremos, como son las columnas cromatograficas en base
a Zirconio o Titanio que por su estructura no permite la hidrdélisis o disolucion de la
fase estacionaria; sin embargo, el costo de este tipo de columnas es muy alto y no
permitié continuar con desarrollo del sistema cromatogréafico a pH basico como el
gue se estaba usando.
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Con el fin de evitar en lo posible dafios a una nueva columna Cromatogréfica y
cambiar la selectividad del sistema para poder separar los analitos se decidid
modificar el pH del componente acuoso con acido acético glacial, ademas de una
disminucion del Flujo a 0.8 mL/min. Y se obtuvieron los siguientes resultados:

Columna:  Phenomenex Kinetex XB C18 2.6 um 150x4.6 mm

Equipo: Cromatografo de Liquidos Agilent Modelo: 1290
Detector Agilent DAD a 270 nm
Flujo: 0.8 mL/min

Volumen de Inyeccién: 20 pL

Temperatura de la Columna: 35° C

Fase movil: Componente Organico: Componente Acuoso (45 %:55 % v/v)
Componente Acuoso: a 500 mL de agua purificada Milli-Q se
adicionaron 2 mL de NH4OH, se mezclaron con ayuda de una barra
magnética durante 10 minutos. Se ajustoé a pH 4.0 con acido acético
glacial Se filtr6 a través de membrana de Nylon de 0.45 pm,
posteriormente se sonic6 durante 10 minutos.
Componente Orgéanico: Se realiz6 una mezcla de 700 mL de ACN y
300 mL de THF, previamente filtrado a través de membrana de Nylon
de 0.45 um, la mezcla se tapé perfectamente y se mezcl6 con ayuda
de una barra magnética durante 10 minutos, posteriormente se
sonico durante 10 minutos.

El cromatograma obtenido en el experimento se muestra en la figura 25.
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Figura 25. Cromatograma Solucién de con los 4 analitos a 270 nm.

Parametros cromatograficos obtenidos en el experimento.

Tabla 12. Parametros Cromatogréaficos obtenidos en el experimento.

Tlemp(? Factor de Coleo Resolucion Platos Te6ricos ':ac“’f de Selectividad
Compuesto Retencion Capacidad
(RT) (T) (R) Q) (k) ()
Anastrozol 2.837 1.06 17580 0.5 0.5 7.364
Bicalutamida 6.553 1.05 322 34253 25 4.8 648.122
Flutamida 8.451 152 10.6 26293 35 6.8 358.726
Tamoxifeno 9.049 1.03 2.9 34501 3.8 7.4 79.517




Se decidio utilizar una longitud de onda de 270 nm, esto se debe que aunque a
210 nm el pico de Anastrozol tiene mayor absorbancia, el uso de esta longitud de
onda hace que el cromatograma se vea mas ruidoso debido a que los acetatos
adicionados en la fase movil también absorben a 210 nm.

Como se puede observar en el cromatograma el pico debido al Anastrozol se
separd completamente del volumen muerto y la resolucién entre todos en mayor a
2.0, la eficiencia en todos los casos es muy superior a 2000 como se recomienda
para los métodos cromatogréaficos. En el caso del Factor de Capacidad (k’) el pico
de Anastrozol tiene un valor de 0.5, lo que contradice las recomendaciones
bibliogréaficas, sin embargo, este valor se puede justificar por el nimero de analitos
en el cromatograma, ya que este valor permite “dar espacio” a los demas picos
como lo indica Quatrocchi. ©

Con los resultados obtenidos en el experimento anterior, se decide que esta
metodologia es susceptible de validarse y garantizar los resultados que
posteriormente arroje.

Los datos obtenidos en los experimentos anteriores fueron cargados al software
“ACD/LC & GC Simulator” para que se realizara una estimacion de un
cromatograma a pH de fase acuosa de 7.0 y los resultados se muestran en la
figura 26 y la tabla 13.
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Figura 26. Cromatograma estimado a pH 7.0 por medio del software de simulacién ACD/LC Simulator.
Tabla 13.Resultados estimados a pH 7.0 obtenidos por medio de software de simulacién ACD/LC Simulator.
No. Peak Name R Area Width As Peak Model
1 Anastrozol 3.03 7.18 0.04 1 a=-14535 h=22319%:-1, c=-12020e-2
2 Bicalutamida 6.38 648.13 0.08 1 a=-6.684le-1, b=5861le-1, c=-5.2110e-2
3 Flutamida 8.75 350.33 0.1 1 a=-4.6726e-1, b=65214e-1, ¢=-5.7030e-2
4 Tamoxifeno 12.37 79 0.15 1 a=64816e-1, b=15733¢-1, c=-4.7058e-4
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La metodologia analitica a validar es la siguiente:

Columna:  Phenomenex Kinetex XB C18 2.6 um 150x4.6 mm

Equipo: Cromatografo de Liquidos Agilent Modelo: 1290
Detector Agilent DAD a 270 nm
Flujo: 0.8 mL/min

Volumen de Inyeccion: 20 pL

Temperatura de la Columna: 35° C

Fase movil: Componente Organico: Componente Acuoso (45 %:55 % v/v)
Componente Acuoso: a 500 mL de agua purificada Milli-Q se
adicionar 2 mL de NH4OH, mezclar con ayuda de una barra
magnética durante 10 minutos. Ajustar a pH 4.0 con acido acético
glacial. Filtrar a través de membrana de Nylon de 0.45 um,
posteriormente sonicar durante 10 minutos.
Componente Organico: Realizar una mezcla de 700 mL de ACN y
300 mL de THF previamente filtrados a través de membrana de
Nylon de 0.45 um, tapar perfectamente y se mezclar con ayuda de
una barra magnética durante 10 minutos, posteriormente se sonicar
durante 10 minutos.

Preparaciéon de la Solucién de Referencia.

Solucién de Anastrozol. Pesar aproximadamente con exactitud 14.74 mg de
Sustancia de Referencia de Anastrozol y transferir cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 100 mL, adicionar 25 mL de metanol RA y sonicar hasta disolucién
completa. Aforar con el mismo disolvente y mezclar.

Solucién de Bicalutamida. Pesar aproximadamente con exactitud 14.74 mg de
Sustancia de Referencia de Bicalutamida y transferir cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 100 mL, adicionar 25 mL de metanol RA y sonicar hasta
disolucion completa. Aforar con el mismo disolvente y mezclar.

Solucién de Flutamida. Pesar aproximadamente con exactitud 14.74 mg de
Sustancia de Referencia de Flutamida y transferir cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 100 mL, adicionar 25 mL de metanol RA y sonicar hasta disolucién
completa. Aforar con el mismo disolvente y mezclar.

Solucién de Tamoxifeno. Pesar aproximadamente con exactitud 22.36 mg de
Sustancia de Referencia de Citrato de Tamoxifeno (equivalente a 14.74 mg de
Tamoxifeno Base) y transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100
mL, adicionar 25 mL de metanol RA y sonicar hasta disolucion completa. Aforar
con el mismo disolvente y mezclar.

De cada una de las soluciones preparadas anteriormente, tomar una alicuota de 3
mL y transferirlos a un matraz volumétrico de 50 mL diluir, aforar con Agua
Purificada y mezclar. (Esta solucion tiene una concentracién aproximada de 8.84
Hg /mL de cada uno de los componentes).
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7.3 Validacion de la Metodologia Analitica

El plan y la ejecucion de los parametros de estudio fueron definidos en base a lo
especificado en el procedimiento Validacion de Métodos Analiticos de la Planta
Farmacéutica, los cuales se basan en la Guia del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos ®y la ICH. @7

Los parametros de Validacion de Metodologia Analitica que se desarrollaron son
los siguientes:

Adecuabilidad.

Precision del Sistema.

Especificidad.

Linealidad del Sistema.

Linealidad del Método.

Repetibilidad.

Precision Intermedia.

Limite de Deteccién y Cuantificacion.
Estabilidad de las Soluciones.
Robustez.

Los calculos para los parametros estadisticos de los resultados se muestran en el

Anexo

7.3.1

Se inyectaron por quintuplicado la solucion de referencia, el

2.

Adecuabilidad

sistema

cromatografico y la preparacion de la solucién de referencia se realizaron como se
indica en la metodologia analitica.

Los criterios de aceptacion para este parametro son los siguientes:

C.V. = 1.5% para la sefial analitica (area bajo la curva)
Factor de Capacidad (k’): > 2.0

Resolucion (R): > 2.0

Factor de Coleo (T): <2.0

Selectividad (a): < 2.0
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Figura 27. Cromatograma Solucién de Referencia en la Adecuabilidad.
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Tabla 14. Resultados de Adecuabilidad del pico de Anastrozol.

ADECUABILIDAD DE ANASTROZOL

Tiempo Factor de Factor de Selectividad Platos
Inyeccién No. Retencion Coleo Capacidad Tedricos
(RT) ) (k) G QD)
1 2.837 1.07 0.52 0.5 17840 7.5
2 2.837 1.06 0.52 0.5 17840 7.5
3 2.840 1.07 0.52 0.5 17872 7.6
4 2.836 1.06 0.52 0.5 17824 7.5
5 2.843 1.07 0.52 0.5 17098 7.5
Media
) 2.839 1.07 0.5 0.5 17694.8 7.5
Desviacion
Estandar 0.003 0.01 0.002 0.002 334.08 0.04
(o)
Coeficiente
de Variacién 0.1 0.5 0.3 0.3 1.9 0.6
(C.V.)

Tabla 15. Resultados de Adecuabilidad del pico de Bicalutamida

ADECUABILIDAD DE BICALUTAMIDA

Tiempo Factor de Factor de Selectividad  Resolucién Platos
Inyeccion No. Retencion Coleo Capacidad Tebricos
(RT) (T) (K°) (o) (R) (N)
1 6.553 1.05 2.50 4.84 32.25 35184 648.1
2 6.548 1.05 2.50 4.84 32.26 35138 648.1
3 6.555 1.05 251 4.83 32.31 35208 648.0
4 6.554 1.05 251 4.85 32.26 34268 648.2
5 6.563 1.05 2.51 4.82 32.35 34357 648.2
M(e;)'a 6.555 1.05 25 4.84 32.29 34831 648.1
Desviacion
Estandar 0.005 0.00 0.003 0.010 0.043 475.03 0.08
(o)
Coeficiente
de Variacion 0.1 0.0 0.1 0.2 0.1 14 0.0
(CV.)

Tabla 16. Resultados de Adecuabilidad del pico de Flutamida.

ADECUABILIDAD DE FLUTAMIDA

Tiempo Factor de Factor de Selectividad  Resolucién Platos
Inyeccion No. Retencién Coleo Capacidad Tebricos
(RT) (T) (9} (o) (R) (N)
1 8.449 155 3.52 6.80 10.59 26863 358.5
2 8.443 1.56 3.52 6.80 10.55 26828 358.1
3 8.455 1.55 3.52 6.79 10.62 26321 357.2
4 8.456 1.55 3.52 6.82 10.53 26906 356.5
5 8.471 1.56 3.53 6.78 10.65 26418 356.2
Mg((j)la 8.455 1.55 35 6.80 10.59 26667.2 357.3
Desviacion
Estandar 0.010 0.01 0.006 0.01 0.049 275.31 0.99
(o)
Coeficiente
de Variacion 0.1 0.4 0.2 0.2 0.5 1.0 0.3
(CV)
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Tabla 17. Resultados de Adecuabilidad del pico de Tamoxifeno.

ADECUABILIDAD DE TAMOXIFENO

Tiempo Factor de Factor de Selectividad  Resolucion Platos
Inyeccion No. Retencién Coleo Capacidad Tebricos
(RT) (T) (k) () (R) (QV)
1 9.049 1.03 3.84 7.42 2.85 34501 79.1
2 9.043 1.03 3.84 7.42 2.92 35271 79.1
3 9.053 1.03 3.84 7.40 2.86 35353 79.7
4 9.064 1.03 3.85 7.44 2.86 35342 79.7
5 9.052 1.03 3.84 7.38 2.89 34619 79.9
M(e)?)'a 9.052 1.03 338 7.41 2.88 35017.2 795
Desviacion
Estandar 0.008 0.00 0.004 0.024 0.029 420.62 0.37
(o)
Coeficiente
de Variacion 0.1 0.0 0.1 0.3 1.0 12 0.5
(CV)

Los datos obtenidos en las tablas anteriores, fueron calculados y proporcionados
por el Software del equipo Agilent Modelo 1290 Chem Station, sin embargo en el
Anexo 1 se muestran las férmulas para el célculo de los parametros
cromatograficos.

7.3.2 Precision del Sistema

A partir de una pesada se prepar6é un sextuplicado de soluciones de referencia
como se indica en la metodologia analitica y fueron inyectadas en el cromatografo
de liquidos bajo las condiciones indicadas en la metodologia.

Los criterios de aceptacion indicados son los siguientes:

e El C.V. de variacion de la sefial analitica de las seis soluciones debe ser
menor o igual a 1.5 %.

Los resultados obtenidos durante el andlisis se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 18. Resultados del Parametro Precision del Sistema.

PRECISION DEL SISTEMA

Muestra Anastrazol Bicalutamida Flutamida Tamoxifeno
1 7.165 645.0 337.0 78.4
2 7.132 644.8 336.7 78.5
3 7.145 645.3 336.3 78.6
4 7.126 645.3 336.3 78.6
5 7.137 645.3 335.9 78.7
6 7.142 645.6 335.9 78.8
Media 7.141 645.2 336.4 786
X)
Desviacion
Estandar 0.01 0.28 0.44 0.14
(0)
Coeficiente de
Variacion 0.2 0.0 0.1 0.2
(CV)
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7.3.3 Especificidad

Se inyectaron con el sistema cromatografico descrito en la metodologia analitica,
soluciones de referencia de cada uno de los analitos a la concentracion de la
solucion de referencia (8.84 pg/mL), ademas de soluciones de posibles agentes
gque se encuentran en la matriz de la muestra.

Las soluciones analizadas en el parametro de Especificidad son las siguientes:

Solucién de metanol (3 mL de metanol en 50 mL de agua) (Ver figura 28).
Agua grado grado cromatografico (Ver figura 29).

Solucién de referencia de Anastrozol (Ver figura 30).

Solucién de referencia de Bicalutamida (Ver figura 31).

Solucién de referencia de Flutamida (Ver figura 32).

Solucién de referencia de Tamoxifeno (Ver figura 33).

Solucién de referencia con los 4 analitos (Ver figura 34).

Solucién muestra con los 4 analitos (Ver figura 35).

Como criterio de aceptacion se tiene que la respuesta analitica solo se debe al
analito.

Los resultados obtenidos en la prueba son los siguientes:

DAD A, Sig=270 4 Ref=350,100 {1AC-0303.0)

I
0 2 4 b ] 10 il

Figura 28. Cromatograma Metanol en el Parametro de Especificidad.
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Figura 29. Cromatograma Agua grado cromatografico en el Parametro de Especificidad.
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Figura 30. Cromatograma Solucién de Referencia de Anastrozol en el Parametro de Especificidad.
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Figura 31. Cromatograma Solucién de Referencia de Bicalutamida en el Parametro de Especificidad.
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Figura 32. Cromatograma Solucién de Referencia de Flutamida en el Pardmetro de Especificidad.
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Figura 33. Cromatograma Solucién de Referencia de Tamoxifeno en el Parametro de Especificidad.
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Figura 34. Cromatograma Solucién de Referencia con los cuatro Analitos en el Parametro de Especificidad.
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Figura 35. Cromatograma Solucién Muestra con los cuatro Analitos en el Pardmetro de Especificidad.

Tabla 19. Resultados del Parametro Especificidad.

ESPECIFICIDAD

Tiempo de Retencidn

Tiempo de Retencion

Analito ™) Ri-lritri;lo
Anastrozol 2.837 0.31
Bicalutamida 6.553 0.72
Flutamida 8.451 0.93
Tamoxifeno 9.049 1.00

7.3.4 Linealidad del Sistema

La Linealidad del Sistema o proporcionalidad existente entre la concentracion del
analito y la sefial analitica fue evaluada por medio de una curva de 7
concentraciones conocidas de los analitos, a partir de una solucién stock y diluida
por triplicado.

Los niveles de concentracion estudiados fueron 20%, 40%, 60%, 80%, 100%,
200% y 400%, equivalentes a 1.77 pg/mL, 3.54 pg/mL, 5.30 pg/mL, 7.07 pg/mL,
8.84 pug/mL, 17.68 pg/mL y 35.36 pg/mL respectivamente.

La preparacion de las muestras se realizé de la siguiente manera: en un matraz
volumétrico de 250 mL se pesaron 22.1 mg de Sustancia de Referencia
Secundaria de Anastrozol, 22.1 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de
Bicalutamida, 22.1 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Flutamida y
33.52 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Citrato de Tamoxifeno
(equivalente a 22.1 mg de Tamoxifeno), se adicionaron aproximadamente 200 mL
de Metanol RA. Se sonicaron hasta que se observo la disolucion completa y se
afor6 con Metanol RA (Solucion Madre).
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De la solucién madre se transfirieron a matraces volumétricos diferentes de 50 mL
las alicuotas indicadas en la siguiente tabla y posteriormente se aforaron con agua
purificada.

Tabla 20. Linealidad del Sistema.

Alicuota Solucién

Madre Volumen Final Concentracion
(mL) (mL) (Hg/mL)

20 1.0 50 1.77

40 2.0 50 3.54

60 3.0 50 5.30

80 4.0 50 7.07

100 5.0 50 8.84

200 5.0 25 17.68

400 10.0 25 35.36

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Anastrozol
Tabla 21.Resultados de Linealidad del Sistema de Anastrozol.
NCENTRACION PROMEDI DESVIACION Vv
SISTEMA © (mg/mL) ° ABC iREA ° sAREA0 A;EA
1.78038 1.380
20% 1.78038 1.388 1.388 0.0075 0.5
1.78038 1.395
3.56075 2.747
40% 3.56075 2.689 2.730 0.0357 13
3.56075 2.754
5.34113 4.085
60% 5.34113 4.079 4.078 0.0075 0.2
5.34113 4.070
7.12150 5.432
80% 7.12150 5.414 5.426 0.0101 0.2
7.12150 5.431
8.90188 6.695
100% 8.90188 6.714 6.726 0.0390 0.6
8.90188 6.770
17.80376 13.426
200% 17.80376 13.510 13.529 0.1137 0.8
17.80376 13.651
35.60752 24.569
400% 35.60752 25.308 24.989 0.3796 15
35.60752 25.089
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Tabla 22. Resultados de Linealidad del Sistema de Anastrozol.

RESULTADOS GLOBALES

n 21 PENDIENTE 0.6998
Ixy 3789 ORDENADA 0.400
X 240.351 r2 0.9981
2y 177 S y/x 0.349
x? 5277.615 Sbil 0.007
(fo 57768.488 bl 0.714
Iy 2.72E+03 0.685
X 11.445 S b0 0.110
y 8.40933 0.630
x 100% 8.902 'C b0 0.169
y Calc 6.6294 CV y/x 4.15
T Tablas 2.093 ERROR SIST 6.03
Bicalutamida
Tabla 23.Resultados de Linealidad del Sistema de Bicalutamida.
SISTEMA CONCENTRACION ABC PROMEDIO DESVIACION cv
(mg/mL) AREA AREA AREA
1.75209 123.118
20% 1.75209 123.257 123.292 0.1933 0.2
1.75209 123.500
3.50418 243.741
40% 3.50418 243.879 244.832 1.7715 0.7
3.50418 246.876
5.25626 368.989
60% 5.25626 367.259 368.688 1.3052 0.4
5.25626 369.817
7.00835 494.177
80% 7.00835 491.216 493.616 2.1740 0.4
7.00835 495.454
8.76044 610.014
100% 8.76044 615.931 615.665 5.5228 0.9
8.76044 621.050
17.52088 1231.278
200% 17.52088 1240.723 1240.916 9.7354 0.8
17.52088 1250.746
35.04176 2462.570
400% 35.04176 2467.220 | 2468.828 7.1974 0.3
35.04176 2476.693
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Tabla 24.Resultados de Linealidad del Sistema de Bicalutamida.

RESULTADOS GLOBALES

n 21 PENDIENTE 70.5426
Xy 360356 ORDENADA -0.860
X 236.532 r? 1.0000
Iy 16668 S yix 5.173
x? 5111.238 Sbi 0.105
(£x)? 55947.330 C bl 70.761
Iy’ 2.54E+07 70.324
X 11.263 S bo 1.631
y 793.69086 2.555
IC b0
x 100% 8.760 -4.275
y Calc 617.1240 CV ylIx 0.65
T Tablas 2.093 ERROR SIST -0.14
Flutamida
Tabla 25.Resultados de Linealidad del Sistema de Flutamida.
NCENTRACION 3{0 ]\ (]| DESVIACION \'}
SISTEMA © ::mg/mL;:o ABC 2REA ° sARE(If\0 AEEA
1.75421 52.277
20% 1.75421 58.074 50.523 8.5643 17.0
1.75421 41.217
3.50842 125.500
40% 3.50842 126.200 126.455 1.1042 0.9
3.50842 127.664
5.26263 199.027
60% 5.26263 195.983 198.308 2.0622 1.0
5.26263 199.915
7.01684 272.822
80% 7.01684 278.024 276.450 3.1508 1.1
7.01684 278.503
8.77105 350.233
100% 8.77105 349.906 351.433 2.3679 0.7
8.77105 354.161
17.54210 713.123
200% 17.54210 713.823 715.552 3.6179 0.5
17.54210 719.710
35.08419 1436.717
400% 35.08419 1436.200 | 1442.808 11.0007 0.8
35.08419 1455.507

Debido a que el CV del nivel de 20% es mayor 10% se decidio quitar estos datos
del calculo de estadistico de la Linealidad del Sistema quedando de la siguiente
manera:
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Tabla 26.Resultados de Linealidad del Sistema de Flutamida.

RESULTADOS GLOBALES

n
Zxy
ZX
zy
£x?
(Ex)?
}Zy2
X
y
x 100%
y Calc
T Tablas

18

209045
231.556
9333
5114.392
53618.027
8.55E+06
12.864
518.50100
8.771
347.9548
2.120

PENDIENTE
ORDENADA
r2
S y/x

Sbhl
ICbl
S bo0
IC b0

CV y/x
ERROR SIST

41.6662

-17.501
0.9999
5.157
0.112
41.903
41.430
1.881
-13.513
-21.489
0.99
-5.03

Tamoxifeno

Tabla 27.Resultados de Linealidad del Sistema de Tamoxifeno.

NCENTRACION PROMEDI DESVIACION
SISTEMA « (cmg/mL)Co ABC iREA ° sARECAo
1.76818 15.039
20% 1.76818 14.984 14.971 0.0759 0.5
1.76818 14.889
3.53635 29.758
40% 3.53635 29.842 29.826 0.0612 0.2
3.53635 29.877
5.30453 44.537
60% 5.30453 44.241 44.425 0.1606 0.4
5.30453 44.497
7.07271 59.364
80% 7.07271 58.853 59.195 0.2962 0.5
7.07271 59.368
8.84088 73.625
100% 8.84088 74.370 74.203 0.5152 0.7
8.84088 74.614
17.68177 147.763
200% 17.68177 148.747 149.085 1.5200 1.0
17.68177 150.746
35.36354 289.694
400% 35.36354 295.908 293.287 3.2190 11
35.36354 294.259
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Tabla 28.Resultados de Linealidad del Sistema de Tamoxifeno.

RESULTADOS GLOBALES

n 21 PENDIENTE 8.2952
Xy 43350 ORDENADA 0.708
X 238.704 r2 0.9998
Ty 1995 S yix 1.408
£x? 5205.538 Sbi1 0.028
(lez 56979.537 bl 8.354
Ty 3.61E+05 8.236
X 11.367 S b0 0.444
y 94.99881 1.638

IC b0
X 100% 8.841 -0.221
y Calc 74.0454 CV y/x 1.48
T Tablas 2.093 ERROR SIST 0.96

Linealidad del Sistema
3000.000

@ Anastrozol

Bical i
2500.000 ® Bicalutamida y =70.543x - 0.8599

R?=1

Flutamida
X Tamoxifeno
2000.000 ——Lineal (Anastrozol)
——Lineal (Bicalutamida)

y =41.666x - 17.501

——Lineal (Flutamida) R?=0.9999

1500.000 —— Lineal (Tamoxifeno)

Area Bajo la Curva

1000.000

y =8.2952x +0.7084
R?=0.9998
500.000

¥ =0.6998x +0.3998
N N R?=0.9981
0.000 ———— . : ; : ; s
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Figura 36. Grafica de Linealidad del Sistema.

Tabla 29. Resumen de Resultados de Linealidad del Sistema.

RESULTADOS LINEALIDAD DEL SISTEMA

Analito Pendiente Ordenada IC(B,) Sup IC(B,) Inf
Anastrozol 0.9981 0.70 0.400 0.7143 0.6853
Bicalutamida 1.0000 70.54 -0.860 70.7614 70.3237
Flutamida 0.9999 41.67 -17.501 41.9028 41.4296
Tamoxifeno 0.9998 8.30 0.708 8.3542 8.2362
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7.3.5 Linealidad del Método

Para evaluar la Linealidad del Método, se prepararon e inyectaron en el sistema
descrito en la metodologia analitica un triplicado de muestras a concentracion
conocida en tres niveles concentracion 50%, 100% y 140%. Las muestras fueron
cuantificadas por comparacion de areas contra la solucion de referencia descrita
en la metodologia analitica.

La preparacion de las muestras se realizo de la siguiente manera:

En un matraz volumétrico de 250 mL pesaron 22.1 mg de Sustancia de Referencia
Secundaria de Anastrozol, 22.4 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de
Bicalutamida, 22.1 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Flutamida y
33.5 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Citrato de Tamoxifeno
(equivalente a 22.1 mg de Tamoxifeno). Se agregaron aproximadamente 200 mL
de Metanol RA. Se sonic6 hasta la que se observé una disolucion completay se
aford con el mismo disolvente.

De la soluciéon anterior se adicionaron por separado alicuotas a diferentes
matraces volumeétricos de 50 mL y posteriormente aforar con agua de cisterna sin
activos. Las alicuotas para cada uno de los niveles se indican en la siguiente tabla:

Tabla 30. Tabla para la preparacion de Linealidad del Método.

Concentraciéon

NIYZE] Agglljuoct%ge Volumen Final
0,
(%) L) (mL)

(Mg/mL)
50 2.5 50 4.42
100 5.0 50 8.84
140 7.0 50 12.38

Los resultados obtenidos durante la prueba se muestran a continuacion:

Anastrozol

Tabla 31. Datos de la Referencia de Anastrozol para la prueba de Linealidad del Método.

REFERENCIA

CONCENTRACION (mg/mL)

ANASTROZOL 7.108
LOTE 12100413 7.173
PUREZA 100.7 8.9422 7.188
PESO 14.8 7.193

7.189
7.165

PROMEDIO
DES. EST.
CV %

7.169
0.0
0.4
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Tabla 32. Resultados de Anastrozol parala prueba de Linealidad del Método.

PESO MUESTA CONCENTRACION L RECOBRO PROMEDIO POR cv PROMEDIO DESVIACION v
(mg) (ng/mL) RECOBRO (%) NIVEL POR NIVEL GLOBAL ESTANDAR GLOBAL
(g/ml) (%) GLOBAL
21 4.45094 3551 4.42909 99.5
50% 21 4.45094 3.546 4.42285 9.4 99.6 03
21 4.45094 3.570 4.45279 100.0
21 8.90188 7.104 8.86067 9.5
100% 21 8.90188 7.093 8.84695 9.4 9.7 0.5 99.6 05 0.5
21 8.90188 7.160 8.93052 100.3
21 12.46263 9.920 1237301 93
140% 21 12.46263 9.853 12.28944 9.6 9.3 07
21 12.46263 9.987 12.45658 100.0

Tabla 33. Resultados Globales de Anastrozol para la prueba de Linealidad del Método.

RESULTADOS GLOBALES

n 9 PENDIENTE 0.9911 PROMEDIO 99.6
£xy 758.948854 ORDENADA 0.034  DES. EST 0.5
X 77.44636 r2 0.99978  C.V 0.5
sy 77.06190 S yix 0.055 TTABLAS 2.306
£x? 763.11459 Sbl 0.006 Ic 99.9
(=x)? 5997.93806 © b1 1.004 W 9.2
5y? 754.82799 0.978
X 8.60515 Sbo 0.051
y 8.87938 0.154
IC bo
x 100% 8.90188 -0.087
y Calc 8.8565 CV y/x 0.61
T Tablas 2.365 ERROR SIST 0.38

Bicalutamida

Tabla 34. Datos de la Referencia de Bicalutamida para la prueba de Linealidad del Método.

REFERENCIA CONCENTRACION (mg/mL) ABC
BICALUTAMIDA 639.7
LOTE 12100375 639.4
PUREZA 99.1 8.8001 639.7
PESO 14.8 639.8
639.6
640.1
PROMEDIO 639.7
DES. EST. 0.2
CV % 0.0
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Tabla 35. Resultados de Bicalutamida para la prueba de Linealidad del Método.

CONCENTRACON PROMEDIO POR DESVIACION
PES"U":”)ESTA CON‘(:EN;r::.\)C|0N RECOBRO NIVEL v PROEDIO - anpAR
g m —_— - PORNIVEL  GLOBAL SLoBAL GLOBAL
24 14,4398 3204 4,40749 %3
0% 04 44398 3250 447077 1007 1006 13
24 44398 3290 452579 1019
24 8.8793 6523 897318 1011
100% 24 8.8793 6538 8.99381 1013 1012 01 1010 08 08
24 8.8793 6524 8.97455 1011
24 243110 9113 1253604 1008
140% 24 1243110 9085 1249752 1005 101.1 08
24 1243110 914 1267498 1020

Tabla 36. Resultados Globales de Bicalutamida para la prueba de Linealidad del Método.

RESULTADOS GLOBALES

n 9 PENDIENTE 1.0139 PROMEDIO 101.0
£xy 767.492153 ORDENADA -0.030  DES. EST 0.8
X 77.25043 r? 09997  CV 0.8
Ty 78.05414 S yix 0.060 TTABLAS 2.306
£x? 759.25842 S b1 0.006 Ic 101.6
(=x)? 5967.62924 c b1 1.028 W 100.3
5y? 775.84117 0.999
X 8.58338 Sbo 0.056
y 8.98052 0.102
IC bo
x 100% 8.87936 -0.162
y Calc 8.9728 CV y/x 0.67
T Tablas 2.365 ERROR SIST -0.33

Flutamida

Tabla 37. Datos de la Referencia de Flutamida para la prueba de Linealidad del Método.

REFERENCIA

CONCENTRACION (mg/mL)

FLUTAMIDA 326.4
LOTE 12100313 326.5
PUREZA 99.22 3.8107 326.3
PESO 14.8 326.3
325.9
326.1
PROMEDIO 326.3
DES. EST. 0.2
CV% 0.1
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Tabla 38. Resultados de Flutamida para la prueba de Linealidad del Método.

PESO MUESTA CONCENTRACION CONCENTRAGION PROVEDIOPOR v PROMEDIO DESVIACION
(mg) (ug/m FECOBRO WEL porve.  os AR o
(1g/ml) (%) GLOBAL
22 4.40537 149.6 4,04011 917
50% 22 4.40537 160.3 4.32908 %3 9.4 35
22 4.40537 156.7 4.23185 %.1
22 881074 3215 8.68246 8.5
100% 22 881074 3414 9.21988 104.6 100.2 38 97.2 36 37
22 881074 3183 8.59604 97.6
2.2 12.33503 4505 12.16624 9.6
140% 22 12.33503 4331 11.69634 9.8 9.9 25
2.2 12.33503 4305 11.62612 9.3

Tabla 39. Resultados Globales de Flutamida para la prueba de Linealidad del Método.

RESULTADOS GLOBALES

n 9 PENDIENTE 0.9658 PROMEDIO 97.2
xy 726.736574 ORDENADA 0.062 DES. EST 3.6
X 76.65340 r? 0.9915 [AY) 3.7
Iy 74.58811 Sylx 0.328 TTABLAS 2.306
£x? 747.56793 Shl 0.034 Ic 100.0
(Ex)? 5875.74422 C b1 1.045 ) 94.4
Iy? 707.24348 0.886
X 8.51704 S b0 0.307
y 8.83279 0.789
IC b0
x 100% 8.81074 -0.665
y Calc 8.5712 CV yIx 3.71
T Tablas 2.365 ERROR SIST 0.72

Tamoxifeno

Tabla 40. Datos de la Referencia de Tamoxifeno para la prueba de Linealidad del Método.

REFERENCIA CONCENTRACION (mg/mL)
CITRATO TAMOXIFENO 77.7
LOTE 1210015 77.4
PUREZA 100.01 8.6199 77.5
PESO 22.1 77.8
FACTOR 0.65 78.1
77.9
PROMEDIO 77.7
DES. EST. 0.3
V% 0.3
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Tabla 41. Resultados de Tamoxifeno para la prueba de Linealidad del Método.

PESO MUESTA CONCENTRACION CO";:CNJ::;'ON RECOBRO PRO“:;\[;L? POR v PROMEDIO 0:5512:(3:: (o)
(mg) (ng/mL) (ug/mL) (%) %) PORNIVEL GLOBAL GLOBAL GLOBAL
335 4.35544 392 4.34689 9.8
50% 335 4.35544 395 4.38016 100.6 100.5 0.7
335 4.35544 39.7 4.40234 101.1
335 8.71087 794 8.80468 101.1
100% 335 8.71087 79.5 8.81577 101.2 101.1 0.1 100.8 0.5 0.5
335 8.71087 79.4 8.80468 1011
335 12.19522 1109 12.29772 100.8
140% 335 12.19522 1103 12.23118 100.3 100.7 0.4
335 12.19522 111 12.31990 101.0

Tabla 42. Resultados Globales de Tamoxifeno para la prueba de Linealidad del Método.

RESULTADOS GLOBALES

n 9 PENDIENTE 1.0089 PROMEDIO 100.8
£xy 736.749303 ORDENADA -0.006  DES. EST 0.5
Ix 75.78458 r? 0.9999 cv 0.5
Ty 76.40332 S yix 0.036 TTABLAS 2.306
£x? 730.71740 Sbi 0004 101.1
(=x) 5743.30222 Cb1 1.018 W 100.4
5y’ 742.84003 1.000
X 8.42051 Sbo 0.034
y 8.80838 0.073
IC bo
X 100% 8.71087 -0.085
y Calc 8.7822 cV yix 0.41
T Tablas 2.365 ERROR SIST -0.07

Tabla 43. Resumen de Resultados para la Linealidad del Método.

Cantidad Adicionada vs Cantidad Recuperada Porcentaje de Recobro

Analito IC (B) IC (Bo) CV yix Promedio IC

Inferior Superior Inferior  Superior Inferior Superior
Anastrozol 0.9780 -0.0872 . 99.6 99.2 99.9

Bicalutamida 0.9995 -0.1621 . 101.0 100.3 101.6

Flutamida 0.8861 -0.6645 . . 94.4 100.0

Tamoxifeno 1.0001 -0.0854 . 100.4 101.1

7.3.6 Repetibilidad

Para determinar la concordancia existente entre la cantidad adicionada con
respecto a la cantidad recuperada se realiza la prueba de repetibilidad, se realizé
la preparacion de la solucién de referencia como se indica en la metodologia
analitica y se prepararon un sextuplicado de muestras adicionadas al 100% de la
concentracion de trabajo.

La preparacion de las muestras se realizo de la siguiente manera:
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En un matraz volumétrico de 250 mL pesaron 22.1 mg de Sustancia de Referencia
Secundaria de Anastrozol, 22.4 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de
Bicalutamida, 22.1 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Flutamida y
33.5 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Citrato de Tamoxifeno
(equivalente a 22.1 mg de Tamoxifeno). Se agregaron aproximadamente 200 mL
de Metanol RA. Se sonico hasta la que se observo una disolucion completay se
aforé con el mismo disolvente. De la solucion anterior se transfirieron por separado
alicuotas de 5 mL a matraces volumétricos de 50 mL y posteriormente aforar con
agua de cisterna sin activos.

Las muestras fueron cuantificadas por comparacion de areas contra la solucion de
referencia descrita en la metodologia analitica, obteniendo los siguientes
resultados:

Anastrozol

Tabla 44. Datos de la Referencia de Anastrozol para la prueba de Repetibilidad.

REFERENCIA Sl LR ABC
(mg/mL)
ANASTROZOL 7.097
LOTE 12100413 7.083
PUREZA 100.7 8.9422 7.077
PESO 14.8 7.106
7.138
7.099
PROMEDIO 7.100
DES. EST. 0.0
CV % 0.3

Tabla 45. Resultados de Anastrozol para la prueba de Repetibilidad.

SISTEMA o0 MUESTA  CONCENTRACION — pppp RECOBRO R OMEDIO Desviacion T Tablas e
(mg) (mg/mL) (%) Inferior Superior
1 2.1 8.9019 7.054 99.8
2 2.1 8.9019 7.052 99.8
3 21 8.9019 7.070 100.0 99.9 0.2 0.2 2571 99.7 100.1
4 2.1 8.9019 7.050 99.7
5 21 8.9019 7.091 100.3
6 2.1 8.9019 7.051 99.8

Bicalutamida
Tabla 46. Datos de |la Referencia de Bicalutamida para la prueba de Repetibilidad.

CONCENTRACION

REFERENCIA (mg/mL) ABC

BICALUTAMIDA 636.9
LOTE 12100375 636.5
PUREZA 99.1 8.8001 636.1
PESO 14.8 636.8
636.9
637.1

PROMEDIO 636.717

DES. EST. 0.4

V% 0.1
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Tabla 47. Resultados de Bicalutamida para la prueba de Repetibilidad.

sisTEma TS0 MUESTA  CONCENTRACION RECOBRO e OMEDIO Desviacion T Tablas e
(mg) (mg/mL) (%) Inferior Superior

1 224 8.8794 652.9 101.6

2 22.4 8.8794 652.4 101.5
3 24 8.8794 655.9 102.1 101.8 0.2 0.2 2.571 101.5 102.0

4 22.4 8.879%4 652.7 101.6

5 22.4 8.879%4 654.8 101.9

6 22.4 8.879%4 655.6 102.0

Flutamida

Tabla 48. Datos de |la Referencia de Flutamida para la prueba de Repetibilidad.

CONCENTRACION

REFERENCIA ABC
(mg/mL)
FLUTAMIDA 323.2
LOTE 12100313 323.8
PUREZA 99.22 8.8107 323.1
PESO 14.8 323.5
323.3
323.7
PROMEDIO 323.4
DES. EST. 0.3
V% 0.1

Tabla 49. Resultados de Flutamida para la prueba de Repetibilidad.

SISTEMA o0 MUESTA - CONCENTRACION RECOBRO PROMEDIO Desviacion T Tablas X 1w )

(mg) (mg/mL) (%) Inferior Superior

1 22.2 8.8107 328.7 101.6

2 22.2 8.8107 320.8 99.2

3 22 8.8107 323.8 100.1 1015 18 18 2571 99.6 103.5

4 22.2 8.8107 327.6 101.3

5 22.2 8.8107 3319 102.6

6 22.2 8.8107 337.6 104.4

Tamoxifeno

Tabla 50. Datos de la Referencia de Tamoxifeno para la prueba de Repetibilidad.

REFERENCIA el UGE Rl ABC
(mg/mL)

CITRATO TAMOXIFENO 77.3
LOTE 12100315 77.3
PUREZA 10001 oo 77.3
PESO 2.1 77.4
FACTOR 0.65 77.3
77.4

PROMEDIO 77.3

DES. EST. 0.1

oV % 0.1
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Tabla 51. Resultados de Tamoxifeno para la prueba de Repetibilidad.

sisTEMA eSO MUESTA - CONCENTRACION RECOBRO 5 2OMEDIO Desviacion TTablas e
(mg) (mg/mL) (%) Inferior  Superior
1 33.5 8.7109 78.9 101.0
2 33.5 8.7109 78.9 101.0
3 335 8.7109 790 101.1 100.9 0.2 0.2 2,571 100.7 101.1
4 335 8.7109 78.6 100.6
5 335 8.7109 78.9 101.0
6 335 8.7109 78.7 100.7

Tabla 52. Resumen de Resultados para la Repetibilidad.

Porcentaje de Recobro
Anali
alito Promedio . S .
Inferior Superior

Anastrozol

Bicalutamida

Flutamida

Tamoxifeno

7.3.7 Precision Intermedia

Para determinar la variacion existente dentro de un mismo laboratorio, se
prepararon un triplicado de muestras y se analizaron por dos analistas en dos dias
distintos, utilizando la metodologia analitica desarrollada. Las muestras fueron
cuantificadas por comparacion de areas contra la solucion de referencia preparada
por cada analista, obteniendo los siguientes resultados:

Anastrozol

Tabla 53. Resultados de Anastrozol parala prueba de Precisién Intermedia.

ANALISTA1DIA 1
CONCENTRACION CONCENTRACION
REFERENCIA (LgimL) (LgimL) PROMEDIO
ANASTROZOL 7.097 M1 22.1 8.90188 7.054 99.8
LOTE 12100413 7.083 M2 22.1 8.90188 7.052 99.8 99.9 0.1
PUREZA 100.7 8.9422 7.077 M3 22.1 8.90188 7.070 100.0
PESO 14.8 7.106
7.138
7.099
PROMEDIO 7.1
DES. EST. 0.0
CV% 0.3
ANALISTA2DIA 1
REFERENCIA CONCENTRACION CONCENTRACION PROMEDIO
(ng/mL) (ng/mL)
ANASTROZOL 7.086 M1 221 8.90188 7.024 99.5
LOTE 12100413 7.085 M2 22.1 8.90188 7.080 100.3 100.1 0.6
PUREZA 100.7 8.9422 7.097 M3 22.1 8.90188 7.103 100.6
PESO 148 7.103
7.105
7.082
PROMEDIO 7.1
DES. EST. 0.0
CV% 0.1
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ANALISTA 1 DIA 2

PROMEDIO
7.102 101.2
7.012 99.9 100.9
7.142 101.7

0.9

REFERENCIA CON?E:/I”RSCION PESO (mg) CON((:E:;?SCION
ANASTROZOL 7.052 ML 221 8.90188
LOTE 12100413 7.056 M2 221 8.90188
PUREZA 100.7 8.9422 7.056 M3 22.1 8.90188
PESO 14.8 7.068
7.043
7.042
PROMEDIO 7.1
DES. EST. 00
V% 0.1

ANALISTA 2 DIA 2

PROMEDIO
7.102 99.3
7.152 100.0 99.9
7.186 100.4

0.6

CONCENTRACION CONCENTRACION
REFERENCIA (ugim) A2D2 PESO (mg) i)
ANASTROZOL 7.186 M1 22.1 8.90188
LOTE 12100413 7.201 M2 22.1 8.90188
PUREZA 100.7 8.9422 7.187 M3 22.1 8.90188
PESO 14.8 7.195
7.198
7.156
PROMEDIO 7.2
DES. EST. 0.0
CV % 0.2

Tabla 54. Resultados de Anastrozol para la prueba de Precisién Intermedia.

Bicalutamida

ANALISTA
1

2

99.5

99.8 100.3

100.0 100.6

101.2 99.3

99.9 100.0

101.7 100.4

PROMEDIO (n=12) = 100.2
Desviacion (n=12) = 0.7
CV (n=12)= 0.7

Tabla 55. Resultados de Bicalutamida para la prueba de Precision Intermedia.

ANALISTA1DIA 1

REFERENCIA CONC(E;}:?SCION

BICALUTAMIDA 636.9
LOTE 12100375 636.5
PUREZA 99.1 636.1
PESO 14.8 88001 636.8
636.9
637.1
PROMEDIO 636.7

DES. EST. 04

cV% 0.1

CONCENTRACION
PESO (mg) (ugimL)
M1 224 8.87936
M2 224 8.87936
M3 224 8.87936

PROMEDIO
652.9 101.6
652.4 101.5 1017
655.9 102.1

0.3

ANALISTA2 DIA 1

REFERENCIA CON(EE;\‘-/':QSCION

BICALUTAMIDA 639.1
LOTE 12100375 639.3
PUREZA 99.1 639.3
PESO 148 88001 639.1
639.2
639.8
PROMEDIO 639.3

DES. EST. 03

CV% 0.0

CONCENTRACION
A2D1 PESO (mg) (ugimL)

M1 22.4 8.87936

M2 224 8.87936

M3 224 8.87936

PROMEDIO
649.3 100.7
647.9 100.4 100.4
646.4 100.2

0.3
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REFERENCIA

ANALISTA 1 DIA 2

CONCENTRACION

PROMEDIO

BICALUTAMIDA
LOTE 12100375
PUREZA 99.1
PESO 14.8

(Hg/mL)
8.87936
8.87936
8.87936

654.0
652.2
650.3

100.7
100.4
100.1

100.4

0.3

CON?E;LRSCION PESO (mg)
643.3 ML 224
643.9 M2 224
644.0 M3 22.4
8.8001 644.0
644.0
644.1
PROMEDIO 643.9
DES. EST. 0.3
CV% 0.0

ANALISTA 2 DIA 2

REFERENCIA CON?E;\‘/E?SC'ON A2D2 PESO (mg) CONC(E;\‘/'TSC'ON PROMEDIO
BICALUTAMIDA 656.2 ML 22.4 8.87936 646.7 97.7
LOTE 12100375 656.2 M2 22.4 8.87936 650.0 98.2 98.1 0.4
PUREZA 99.1 8.8001 656.2 M3 22.4 8.87936 651.1 98.4
PESO 14.8 - 655.9
655.3
656.5
PROMEDIO 656.1
DES. EST. 0.4
CV% 0.1
Tabla 56. Resultados de Bicalutamida para la prueba de Precision Intermedia.
ANALISTA
1 2
100.7
101.5 100.4
102.1 100.2
100.7 97.7
100.4 98.2
100.1 98.4
PROMEDIO (n=12) = 100.2
Desviacién (n=12) = 14
CV (n=12) = 14
Flutamida

Tabla 57. Resultados de Flutamida para la prueba de Precisién Intermedia.

ANALISTA1DIA 1

CONCENTRACION
(Hg/mL)

PROMEDIO

PESO (mg)
M1 222
M2 222
M3 22.2

8.81074
8.81074
8.81074

328.7
320.8
323.8

101.6
99.2
100.1

100.3

12

REFERENCIA CON?E;;RSCION

FLUTAMIDA 3232
LOTE 12100313 323.8
PUREZA 99.22 323.1
PESO 14.8 88107 3235
3233
3237
PROMEDIO 3234

DES. EST. 03

V% 01

ANALISTA2 DIA 1

CONCENTRACION
(Hg/mL)

PROMEDIO

REFERENCIA CONC(E;LRSCION

FLUTAMIDA 3313
LOTE 12100313 327.9
PUREZA 99.22 3255
PESO 148 88107 326.7
3229
3211
PROMEDIO 325.9

DES. EST. 36

CcV% 11

PESO (mg)
M1 22.2
M2 22.2
M3 22.2

8.81074
8.81074
8.81074

338.9
337.9
338.1

104.0
103.7
103.7

103.8

0.2
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ANALISTA 1 DIA 2

REFERENCIA CON?E;;RSCION PESO (mg) CON?E;RSCION PROMEDIO
FLUTAMIDA 339.7 ML 222 8.81074 3338 975
LOTE 12100313 341.0 M2 222 8.81074 3414 99.7 98.1 14
PUREZA 99.22 88107 3432 M3 222 8.81074 332.2 97.1
PESO 14.8 3435
343.8
3424
PROMEDIO 3423
DES. EST. 16
V% 05

ANALISTA 2 DIA 2

REFERENCIA CONCENTRACION A2D2 PESO (mg) CONCENTRACION PROMEDIO
(Hg/mL) (Hg/mL)

FLUTAMIDA 337.5 ML 22.2 8.81074 327.6 96.8
LOTE 12100313 338.5 M2 22.2 8.81074 328.1 97.0 97.9 17
PUREZA 99.22 8.8107 338.5 M3 22.2 8.81074 337.6 99.8
PESO 14.8 - 337.7

338.8
339.1
PROMEDIO 3384
DES. EST. 0.6
CV% 0.2
Tabla 58. Resultados de Flutamida para la prueba de Precisién Intermedia.
ANALISTA
1 2
104.0
99.2 103.7
100.1 103.7
97.5 96.8
99.7 97.0
97.1 99.8
PROMEDIO (n=12) = 100.0
Desviacion (n=12) = 2.7
CV (n=12) = 2.7
Tamoxifeno

Tabla 59. Resultados de Tamoxifeno para la prueba de Precisién Intermedia.

REFERENCIA

CITRATO TAMOXIFENO

LOTE 12100315
PUREZA 100.01
PESO 22.1
FACTOR 0.65

V% PROMEDIO
789 101.0
78.9 101.0 101.0
79.0 101.1

0.1

ANALISTA1DIA 1
CON(EEQI/"::?SCION A1D1 PESO (mg) CON(EE;"::?SCION

77.3 M1 335 8.71087

77.3 M2 335 8.71087

77.3 M3 33.5 8.71087
8.6199 774
77.3
77.4
PROMEDIO 773
DES. EST. 0.1
CV% 0.1

REFERENCIA

CITRATO TAMOXIFENO

LOTE 12100315
PUREZA 100.01
PESO 22.4
FACTOR 0.65

ANALISTA2DIA 1

PROMEDIO
76.1 98.3
75.2 97.2 97.0
74.0 95.6

14

CONCENTRACION CONCENTRACION
) A2D1 PESO (mg) (ugimL)
77.4 M1 335 8.71087
77.4 M2 335 8.71087
77.6 M3 335 8.71087
8.7369 779
77.8
7.7
PROMEDIO 77.6
DES. EST. 0.2
CV% 0.3
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ANALISTA 1 DIA 2

CONCENTRACION CONCENTRACION

REFERENCIA (ugimL) PESO (mg) (gL PROMEDIO
CITRATO TAMOXIFENO 74.0 M1 335 8.71087 76.3 102.0
LOTE 12100315 74.1 M2 335 8.71087 76.0 101.6 101.6 0.4
PUREZA 100.01 8.6199 74.1 M3 335 8.71087 75.7 101.2
PESO 22.1 74.0
FACTOR 0.65 73.9
73.9
PROMEDIO 74.0
DES. EST. 0.1
CV% 0.1
ANALISTA 2 DIA 2
REFERENCIA CONCENTRACION PESO (mg) CONCENTRACION PROMEDIO
(ug/mL) (ug/mL)
CITRATO TAMOXIFENO 73.7 M1 335 8.71087 74.0 101.4
LOTE 12100315 71.9 M2 335 8.71087 74.4 102.1 100.2 2.6
PUREZA 100.01 8.6199 718 M3 335 8.71087 70.9 97.2
PESO 221 713
FACTOR 0.65 725
71.8
PROMEDIO 72.2
DES. EST. 0.8
CV% 1.2

Tabla 60. Resultados de Tamoxifeno para la prueba de Precisién Intermedia.

ANALISTA
1 2

98.3
101.0 97.2
101.1 95.6
102.0 101.4
101.6 102.1
101.2 97.2

PROMEDIO (n=12)=  100.0
Desviacion (n=12) = 2.2
CV (h=12)= 2.2

Tabla 61. Resultados de Globales para la prueba de Precisiéon Intermedia.

RESULTADOS GLOBALES DE PRECISION INTERMEDIA

PROMEDIO CVv
(n=12) (n=12)

ANASTROZOL

BICALUTAMIDA

FLUTAMIDA

TAMOXIFENO
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7.3.8 Limite de Deteccion y Cuantificacion

El limite de deteccidn (LD) corresponde a la menor cantidad de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, en una muestra y se expresa en
unidades de concentracion.

El limite de cuantificacién (LQ) corresponde a la menor cantidad de analito que
puede determinarse con precision y exactitud razonables y se expresa también en
unidades de concentracion.

Los niveles de concentracion estudiados fueron 0.1%, 0.5%, 1.0%, 5.0%, 7.0% y
10.0%, equivalentes a 0.00884 pg/mL, 0.0442 pg/mL, 0.0884 pg/mL, 0.4422
pg/mL, 0.6188 pg/mL y 0.8840 pg/mL respectivamente.

La preparaciéon de las muestras se realizé de la siguiente manera: en un matraz
volumétrico de 250 mL se pesaron 22.1 mg de Sustancia de Referencia
Secundaria de Anastrozol, 22.1 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de
Bicalutamida, 22.1 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Flutamida y
33.52 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Citrato de Tamoxifeno
(equivalente a 22.1 mg de Tamoxifeno), se adicionaron aproximadamente 200 mL
de Metanol RA. Se sonicaron hasta que se observo la disolucion completa y se
afor6 con Metanol RA (Solucion Madre).

De la solucion madre se transfirieron 25 mL a un matraz volumétrico de 250 mL y
posteriormente se aforaron con agua purificada. De la solucidn anterior se tomaron
alicuotas indicadas en la siguiente tabla y se transfirieron a los matraces
volumétricos indicados en la misma, finalmente se aforaron con agua purificada.
Estas soluciones se prepararon por quintuplicado.

Tabla 62. Preparacién del Limite de Deteccion y Cuantificacion.

Vqu,men EE Volumen Final Concentracién
Alicuota (mL) (ug/mL)
(mL)
10 10.0 100 0.8840
7 7.0 100 0.6188
5 5.0 100 0.4420
1 1.0 100 0.0884
0.5 1.0 200 0.0442
0.1 1.0 1000 0.00884

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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Anastrozol

Tabla 63. Resultados de Anastrozol para la prueba de Limite de Deteccion y Cuantificacion.

Tabla 64. Resultados de Anastrozol para la prueba de Limite de Deteccion y Cuantificacion.

SISTEMA CON?;I;;I'WI?SCION ABC PRgII;/IEIiDIO DESXFLAESON AE\E/A
0.00890 0.136
0.00890 0.132
0.1% 0.00890 0.146 0.143 0.0142 10.0
0.00890 0.133
0.00890 0.166
0.04451 0.175
0.04451 0.187
0.5% 0.04451 0.187 0.177 0.0119 6.7
0.04451 0.178
0.04451 0.158
0.08902 0.223
0.08902 0.200
1.0% 0.08902 0.208 0.221 0.0166 7.5
0.08902 0.235
0.08902 0.238
0.44509 0.530
0.44509 0.566
5.0% 0.44509 0.565 0.544 0.0208 3.8
0.44509 0.538
0.44509 0.520
0.62313 0.755
0.62313 0.729
7.0% 0.62313 0.730 0.741 0.0112 15
0.62313 0.747
0.62313 0.743
0.89019 0.982
0.89019 0.990
10.0% 0.89019 0.965 0.979 0.0139 14
0.89019 0.965
0.89019 0.995

RESULTADOS GLOBALES

n
Ixy
X
Ly
x?
(=xy
Ty?
X

y
x 100%

y Calc
T Tablas

Limite de Deteccién y Cuantificacion

30

8
10.504
14
6.944
110.339
9.53E+00
0.350
0.46740
8.840
8.5563
2.048

Limite de Deteccidén

Limite de Cuantificacion
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PENDIENTE 0.9528

ORDENADA 0.134

r? 0.9975

S y/x 0.016

S b1l 0.009

1C b1 0.971

0.934

S b0 0.004

IC b0 0.143

0.125

CV yIx 3.48

ERROR SIST 0.16
0.0564 ug/mL
0.1708 ug/mL




Bicalutamida

Tabla 65. Resultados de Bicalutamida para la prueba de Limite de Deteccion y Cuantificacion.

CONCENTRACION PROMEDIO  DESVIACION cv
SISTEMA (mg/mL) ABC AREA AREA AREA
0.00876 0.972
0.00876 0.921
0.1% 0.00876 1.021 0.996 0.0496 5.0
0.00876 1.026
0.00876 1.042
0.04380 4.137
0.04380 4.032
0.5% 0.04380 4.094 4.096 0.0420 1.0
0.04380 4.085
0.04380 4.130
0.08760 8.037
0.08760 7.944
1.0% 0.08760 7.956 7.987 0.0473 0.6
0.08760 8.040
0.08760 7.958
0.43802 39.663
0.43802 39.635
5.0% 0.43802 40.012 39.819 0.1639 0.4
0.43802 39.868
0.43802 39.917
0.61323 57.268
0.61323 57.287
7.0% 0.61323 57.537 57.302 0.1357 0.2
0.61323 57.218
0.61323 57.202
0.87604 80.461
0.87604 80.655
10.0% 0.87604 80.595 80.558 0.1445 0.2
0.87604 80.363
0.87604 80.717

Tabla 66. Resultados de Bicalutamida para la prueba de Limite de Deteccidn y Cuantificacion.

RESULTADOS GLOBALES

n
Xy
X
zy
£x2
(Zx)?

£y2
X
y
X 100%
y Calc
T Tablas

30

620
10.337
954
6.725
106.860
5.72E+04
0.345
31.79310
8.840
814.8201
2.048

PENDIENTE
ORDENADA
2
Sy/x
Sbil

ICbl
S b0
IC b0

CV y/x
ERROR SIST

Limite de Deteccion y Cuantificacion

Limite de Deteccion

Limite de Cuantificacion
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92.1705
0.033
0.9998
0.433
0.243
92.669
91.672
0.115
0.269
-0.203
1.36
0.00




Flutamida

Tabla 67. Resultados de Flutamida para la prueba de Limite de Deteccion y Cuantificacion.

Tabla 68. Resultados de Flutamida para la prueba de Limite de Deteccién y Cuantificacion.

CONCENTRACION PROMEDIO  DESVIACION cv
SISTEMA (mg/mL) ABC AREA AREA AREA
0.00877 0.257
0.00877 0.330
0.1% 0.00877 0.233 0.282 0.0409 14.5
0.00877 0.274
0.00877 0.318
0.04386 1.255
0.04386 1.080
0.5% 0.04386 1.112 1.116 0.0805 7.2
0.04386 1.085
0.04386 1.050
0.08771 2.027
0.08771 1.920
1.0% 0.08771 1.880 1.935 0.0558 2.9
0.08771 1.938
0.08771 1.908
0.43855 11.652
0.43855 11.691
5.0% 0.43855 11.599 11.625 0.0446 0.4
0.43855 11.591
0.43855 11.593
0.61397 20.723
0.61397 20.623
7.0% 0.61397 20.588 20.470 0.2481 1.2
0.61397 20.267
0.61397 20.148
0.87710 28.780
0.87710 28.973
10.0% 0.87710 29.118 28.945 0.2119 0.7
0.87710 28.681
0.87710 29.173

RESULTADOS GLOBALES

n 30 PENDIENTE 33.2192
Ixy 216 ORDENADA 0.732
Ix 10.350 r? 0.9906
Iy 322 Sy/x 1.091
£x? 6.741 Sbi 0.613

2 107.119 34.474

(=x) IC b1
Iy 6.99E+03 31.964
X 0.345 S bo 0.290
y 10.72890 1C bo -0.137
x 100% 8.840 -1.326
y Calc 292.9261 CV y/x 10.17
T Tablas 2.048 ERROR SIST -0.02

Limite de Deteccion y Cuantificacion
Limite de Deteccién
Limite de Cuantificacion

- 66 -



Tamoxifeno

Tabla 69. Resultados de Tamoxifeno para la prueba de Limite de Deteccién y Cuantificacion.

SISTEMA CON(CnEgl;RSCION ABC PR;);/IEEADIO DES);/;AEiION A(RZ\E/A
0.00871 0.130
0.00871 0.124
0.1% 0.00871 0.096 0.130 0.0219 16.9
0.00871 0.148
0.00871 0.150
0.04355 0.599
0.04355 0.572
0.5% 0.04355 0.589 0.591 0.0340 5.8
0.04355 0.551
0.04355 0.642
0.08711 1.070
0.08711 0.989
1.0% 0.08711 1.011 1.014 0.0423 42
0.08711 1.038
0.08711 0.961
0.43554 4.935
0.43554 4.782
5.0% 0.43554 4.876 4.869 0.0593 1.2
0.43554 4.908
0.43554 4.845
0.60976 6.883
0.60976 6.887
7.0% 0.60976 6.916 6.848 0.0660 1.0
0.60976 6.767
0.60976 6.789
0.87109 9.736
0.87109 9.716
10.0% 0.87109 9.706 9.706 0.0213 0.2
0.87109 9.683
0.87109 9.689

Tabla 70. Resultados de Tamoxifeno para la prueba de Limite de Deteccién y Cuantificacion.

RESULTADOS GLOBALES

n 30 PENDIENTE 11.0826
Ixy 74 ORDENADA 0.062
Ix 10.279 r? 0.9998
Iy 116 S y/x 0.050
£x? 6.649 Sbil 0.028

2 105.654 11.140

“Xg IC bl
Ty 8.31E+02 11.025
X 0.343 S b0 0.013
y 3.85960 1C bo 0.090
x 100% 8.840 0.035
y Calc 98.0325 CV y/x 1.29
T Tablas 2.048 ERROR SIST 0.01

Limite de Deteccién y Cuantificacion
Limite de Deteccion
Limite de Cuantificacion
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Tabla 71. Resumen de resultados de la prueba de Limite de Deteccién y Cuantificacion.

RESUMEN DE RESULTADOS DE LA PRUEBA DE LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

IC (b,) Limite de Limite de
Deteccion Cuantificacién

Inferior Superior (Mg/mL) (Hg/mL)

Anastrozol

Bicalutamida

Flutamida

Tamoxifeno

7.3.9 Estabilidad de las Soluciones Muestra y Referencia

Con el fin de determinar el periodo en el cual las soluciones muestra y las
soluciones de referencia pueden ser utilizadas, se realizé el ensayo de ambas
soluciones a diferentes tiempos (24h, 48h y 72h) y diferentes condiciones
ambientales (Temperatura ambiente y Refrigeracion).

La preparacion de las muestras se realizé de la siguiente manera:

En un matraz volumétrico de 250 mL pesaron 22.1 mg de Sustancia de Referencia
Secundaria de Anastrozol, 22.4 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de
Bicalutamida, 22.1 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Flutamida y
33.5 mg de Sustancia de Referencia Secundaria de Citrato de Tamoxifeno
(equivalente a 22.1 mg de Tamoxifeno). Se agregaron aproximadamente 200 mL
de Metanol RA. Se sonicé hasta la que se observé una disolucién completa y se
aford con el mismo disolvente. De la solucion anterior se transfirieron por separado
alicuotas de 5 mL a matraces volumeétricos de 50 mL y posteriormente aforar con
agua de cisterna sin activos.

Las muestras fueron cuantificadas por comparacion de areas contra la solucion de
referencia, preparadas en el dia del analisis, obteniendo los siguientes resultados:
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Anastrozol

Tabla 72. Resultados de Anastrozol para la prueba de Estabilidad de las Soluciones.

ESTABILIDAD TIEMPO INICIAL

REFERENCIA CONCENTRACION MUESTRA  PESO(mg) CONCENTRACION g V% PROMEDIO
(ng/mL) (ng/mL)
ANASTROZOL 7.153 REFERENCIAS
LOTE 12100375 7.150 M1 148 8.94216 7.153 100.0
PUREZA 100.7 8.9422 7.156 M2 14.8 8.94216 7.223 100.9 100.6 0.5
PESO 14.8 7.144 M3 14.8 8.94216 7.217 100.9
7.140 MUESTRAS
7.194 M1 222 8.94216 7.232 101.1
PROMEDIO 7.156 M2 22.2 8.94216 7.216 100.8 100.8 0.3
DES. EST. 0.0 M3 222 8.94216 7.190 100.5
CV% 0.3
ESTABILIDAD TIEMPO 24 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
REFERENCIA Seille =i e el ABC MUESTRA PESO (mg) CONCENTRACION ABC V % PROMEDIO Ccv
(ug/mL) (Hg/mL)
ANASTROZOL 7.190 REFERENCIAS
LOTE 12100413 7.165 M1 148 8.94216 7.130 100.6
PUREZA 100.7 9.0630 7.171 M2 14.8 8.94216 7.164 101.1 101.1 0.5
PESO 15.0 7.180 M3 14.8 8.94216 7.201 101.6
7.170 MUESTRAS
7.204 M1 222 8.94216 7.196 101.6
PROMEDIO 7.180 M2 22.2 8.94216 7.193 101.5 1015 0.1
DES. EST. 0.0 M3 22.2 8.94216 7.183 101.4
CV% 0.2
ESTABILIDAD TIEMPO 24 HORAS REFRIGERACION
REFERENCIA CENEEIERERN g MUESTRA  PESO(mg) CONCENTRACION  gc V% PROMEDIO cv
(ug/mL) (Hg/mL)
ANASTROZOL 7.190 REFERENCIAS
LOTE 12100413 7.165 M1 14.8 8.94216 7.173 101.3
PUREZA 100.7 0.0630 7.171 M2 14.8 8.94216 7.146 100.9 101.8 12
PESO 15.0 7.180 M3 14.8 8.94216 7.307 103.1
7.170 MUESTRAS
7.204 M1 22.2 8.94216 7.826 110.5
PROMEDIO 7.180 M2 222 8.94216 7.257 102.4 105.4 4.2
DES. EST. 0.0 M3 22.2 8.94216 7.318 103.3
CV% 0.2
ESTABILIDAD TIEMPO 48 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
REFERENCIA CONC(E;K{SC'ON ABC MUESTRA PESO (mg) CONC(E;I?SC'ON ABC V % PROMEDIO CcVv
ANASTROZOL 7.199 REFERENCIAS
LOTE 12100413 7.218 M1 14.8 8.94216 7.220 100.2
PUREZA 100.7 8.9422 7.194 M2 148 8.94216 7.295 101.3 101.0 0.7
PESO 14.8 ’ 7.185 M3 14.8 8.94216 7.313 101.5
7.199 MUESTRAS
7.218 M1 222 8.94216 7.394 102.7
PROMEDIO 7.202 M2 222 8.94216 7.256 100.7 101.5 11
DES. EST. 0.0 M3 22.2 8.94216 7.275 101.0
CV% 0.2
ESTABILIDAD TIEMPO 48 HORAS REFRIGERACION
—_—_— CONCENTRACION . MUESTRA PESO (mg) CONCENTRACION V% PROMEDIO oV
(ng/mL) (ng/mL)
ANASTROZOL 7.199 REFERENCIAS
LOTE 12100413 7.218 M1 148 8.94216 7.278 101.1
PUREZA 100.7 8.9422 7.194 M2 14.8 8.94216 7.161 99.4 100.9 14
PESO 14.8 7.185 M3 14.8 8.94216 7.359 102.2
7.199 MUESTRAS
7.218 M1 222 8.94216 7.568 105.1
PROMEDIO 7.202 M2 22.2 8.94216 7.282 101.1 103.3 2.0
DES. EST. 0.0 M3 22.2 8.94216 7.461 103.6
CV% 0.2
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REFERENCIA CONCENTRACION

(Hg/mL)

ESTABILIDAD TIEMPO 72 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
CONCENTRACION

ANASTROZOL
12100413
100.7

148 8.9422

PROMEDIO
DES. EST.
CV%

MUESTRA PESO (mg) ABC PROMEDIO
(ug/mL)
REFERENCIAS
M1 14.8 8.94216 7.176 100.1
M2 14.8 8.94216 7.149 99.7 99.8 0.3
M3 14.8 8.94216 7.130 99.5
MUESTRAS
M1 222 8.94216 7.252 101.2
M2 22.2 8.94216 7.145 99.7 100.3 0.8
M3 222 8.94216 7.172 100.1

CONCENTRACION
(ng/mL)

REFERENCIA

ESTABILIDAD TIEMPO 72 HORAS REFRIGERACION
CONCENTRACION

ANASTROZOL
LOTE 12100413
PUREZA 100.7

PESO 14.8 8.9422

PROMEDIO
DES. EST.
CV%

MUESTRA PESO (mg) ABC PROMEDIO
(Hg/mL)
REFERENCIAS
M1 14.8 8.94216 7.168 100.0
M2 14.8 8.94216 7.109 99.2 100.2 11
M3 14.8 8.94216 7.260 1013
MUESTRAS
M1 222 8.94216 7.669 107.0
M2 22.2 8.94216 7.262 1013 104.6 28
M3 222 8.94216 7.564 105.5

SOLUCION DE
REFERENCIA

SOLUCION DE
MUESTRA

Bicalutamida

TIEMPO

24 Horas

48 Horas

72 Horas

TIEMPO

24 Horas

48 Horas

72 Horas

Temperatura
Ambiente

Refrigeracién

Temperatura
Ambiente

Refrigeracién

Tabla 73. Resultados de Anastrozol parala prueba de Estabilidad de las Soluciones.

ESTABILIDAD TIEMPO INICIAL

REFERENCIA O Gl MUESTRA  PESO(mg) CONCENTRACION = g0 PROMEDIO
(Hg/mL) (Hg/mL)
BICALUTAMDA 645.4 REFERENCIAS
LOTE 12100375 645.1 ML 14.8 8.80008 645.4 100.0
PUREZA 99.1 8.8001 645.3 M2 14.8 8.80008 650.9 100.9 100.6 05
PESO 14.8 645.4 M3 14.8 8.80008 651.2 100.9
645.2 MUESTRAS
645.3 ML 222 8.80008 6445 99.9
PROMEDIO 645.283 M2 222 8.80008 651.2 100.9 100.4 05
DES. EST. 0.1 M3 22.2 8.80008 647.3 100.3
cV % 0.0
ESTABILIDAD TIEMPO 24 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
REFERENCIA CONCENTRACION ABC MUESTRA  PESO(mg) CONCENTRACION —,gc PROMEDIO cv
(Hg/mL) (Hg/mL)
BICALUTAMDA 632.2 REFERENCIAS
LOTE 12100375 632.9 ML 14.8 8.80008 648.4 102.4
PUREZA 99.1 88001 6325 M2 14.8 8.80008 656.7 103.8 103.2 07
PESO 14.8 : 633.1 M3 14.8 8.80008 653.9 103.3
633.2 MUESTRAS
633.7 ML 222 8.80008 643.2 1016
PROMEDIO 632.933 M2 222 8.80008 645.6 102.0 101.8 0.2
DES. EST. 05 M3 222 8.80008 643.7 1017
cV% 0.1
ESTABILIDAD TIEMPO 24 HORAS REFRIGERACION
REFERENCIA CONC(EQ‘/I?SC'ON ABC MUESTRA  PESO(mg) CONC(EQ‘;?SC‘ON ABC V% PROMEDIO cv
BICALUTAMDA 632.2 REFERENCIAS
LOTE 12100375 632.9 ML 14.8 8.80008 647.1 102.2
PUREZA 99.1 88001 6325 M2 14.8 8.80008 652.3 103.1 102.8 05
PESO 14.8 : 633.1 M3 14.8 8.80008 652.6 103.1
633.2 MUESTRAS
633.7 ML 222 8.80008 640.3 101.2
PROMEDIO 632.933 M2 222 8.80008 645.9 102.0 1017 0.4
DES. EST. 05 M3 222 8.80008 644.2 101.8
cV % 0.1




CONCENTRACION

ESTABILIDAD TIEMPO 48 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE

CONCENTRACION

REFERENCIA oD MUESTRA  PESO (mg) oD ABC PROMEDIO
BICALUTAMDA 654.2 REFERENCIAS
LOTE 12100375 654.1 ML 14.8 8.80008 647.7 99.7
PUREZA 99.1 88595 654.0 M2 14.8 8.80008 654.2 100.7 100.3 05
PESO 14.9 654.5 M3 14.8 8.80008 653.6 100.6
654.5 MUESTRAS
654.8 ML 222 8.80008 645.8 99.4
PROMEDIO 654.353 M2 222 8.80008 647.2 99.6 99.3 0.4
DES. EST. 03 M3 222 8.80008 642.2 98.8
cV% 0.0
ESTABILIDAD TIEMPO 48 HORAS REFRIGERACION
REFERENCIA CONC(E;I:*SC'O“ ABC MUESTRA  PESO (mg) CONC(E;ITSC'ON ABC V% PROMEDIO cv
BICALUTAMDA 654.2 REFERENCIAS
LOTE 12100375 654.1 M1 148 8.80008 649.5 99.9
PUREZA 99.1 88595 654.0 M2 14.8 8.80008 652.0 100.3 100.0 0.2
PESO 14.9 654.5 M3 14.8 8.80008 649.0 99.9
654.5 MUESTRAS
654.8 ML 222 8.80008 621.8 95.7
PROMEDIO 654.349 M2 222 8.80008 636.4 97.9 97.2 14
DES. EST. 03 M3 222 8.80008 637.8 98.1
cV% 0.0
ESTABILIDAD TIEMPO 72 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
REFERENCIA CONCENTRACION ABC MUESTRA PESO (mg) CONCENTRACION ABC V% PROMEDIO cv
(ug/mL) (ng/mL)
BICALUTAMIDA 655.9 REFERENCIAS
LOTE 12100375 655.9 ML 148 8.80008 647.4 993
PUREZA 99.1 5.8505 655.9 M2 14.8 8.80008 652.6 100.1 9.8 05
PESO 14.9 656.2 M3 14.8 8.80008 652.5 100.1
656.2 MUESTRAS
656.5 ML 222 8.80008 647.5 99.4
PROMEDIO 656.115 M2 222 8.80008 646.7 99.2 99.2 03
DES. EST. 03 M3 222 8.80008 644.3 98.9
cV% 0.0

ESTABILIDAD TIEMPO 72 HORAS REFRIGERACION

CONCENTRACION

—— CONCENTRACION
(Hg/mL)

BICALUTAMIDA 655.9
LOTE 12100375 655.9
PUREZA 99.1 655.9
PESO 149 8.8595 656.2

656.2

656.5
PROMEDIO 656.115
DES. EST. 0.3
CV% 0.0

MUESTRA PESO (mg) ABC PROMEDIO
(Hg/mL)
REFERENCIAS
M1 14.8 8.80008 647.3 99.3
M2 14.8 8.80008 653.3 100.2 99.8 0.5
M3 14.8 8.80008 650.7 99.8
MUESTRAS
M1 222 8.80008 593.5 91.1
M2 222 8.80008 611.2 93.8 92.5 15
M3 22.2 8.80008 604.0 92.7

SOLUCION DE
REFERENCIA

SOLUCION DE
MUESTRA

TIEMPO

24 Horas

48 Horas

72 Horas

TIEMPO

24 Horas

48 Horas

72 Horas

Temperatura
Ambiente

Refrigeracion

Temperatura
Ambiente

Refrigeracion
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Flutamida

Tabla 74. Resultados de Flutamida para la prueba de Estabilidad de las Soluciones.

CONCENTRACION

ESTABILIDAD TIEMPO INICIAL
CONCENTRACION

REFERENCIA (ugi) MUESTRA PESO (mg) (L) ABC V% PROMEDIO
FLUTAMIDA 351.0 REFERENCIAS
LOTE 12100313 350.5 M1 148 8.81074 351.0 100.1
PUREZA 99.22 8.8107 351.0 M2 148 8.81074 344.6 98.3 99.7 13
PESO 14.8 350.8 M3 14.8 8.81074 353.2 100.8
350.0 MUESTRAS
350.3 M1 222 8.81074 334.1 95.3
PROMEDIO 350.569 M2 222 8.81074 340.4 97.1 96.0 1.0
DES. EST. 0.4 M3 22.2 8.81074 335.6 95.7
CV% 0.1
ESTABILIDAD TIEMPO 24 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
REFERENCIA CONCENTRACION ABC MUESTRA PESO (mg) CONCENTRACION ABC V% PROMEDIO Ccv
(ug/mL) (ng/mL)
FLUTAMIDA 345.1 REFERENCIAS
LOTE 12100313 345.0 M1 148 8.81074 333.7 97.4
PUREZA 99.22 8.8703 345.0 M2 14.8 8.81074 3317 96.8 97.7 1.1
PESO 14.9 344.7 M3 14.8 8.81074 338.9 98.9
3445 MUESTRAS
344.3 M1 222 8.81074 327.2 95.5
PROMEDIO 344.778 M2 222 8.81074 3225 94.2 94.3 12
DES. EST. 0.3 M3 22.2 8.81074 319.6 93.3
CV% 0.1
ESTABILIDAD TIEMPO 24 HORAS REFRIGERACION
REFERENCIA SoicEnRaccs ABC MUESTRA  PESO(mg) CONCENTRACON g V% PROMEDIO cv
(ug/mL) (ug/mL)
FLUTAMIDA 345.1 REFERENCIAS
LOTE 12100313 345.0 M1 148 8.81074 266.3 778
PUREZA 99.22 8.8703 345.0 M2 14.8 8.81074 268.7 78.4 68.8 233
PESO 14.9 344.7 M3 14.8 8.81074 172.2 50.3
3445 MUESTRAS
344.3 M1 222 8.81074 327.2 95.5
PROMEDIO 344.778 M2 22.2 8.81074 3225 94.2 79.9 324
DES. EST. 0.3 M3 22.2 8.81074 171.1 50.0
CV% 0.1
ESTABILIDAD TIEMPO 48 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
REFERENCIA CONTE;I?SC'O“ ABC MUESTRA  PESO(mg) CONC(E;?L’;C'ON ABC V% PROMEDIO cv
FLUTAMIDA 3313 REFERENCIAS
LOTE 12100313 331.6 M1 14.8 8.81074 286.4 86.5
PUREZA 99.22 8.8107 329.4 M2 148 8.81074 310.6 93.8 89.4 4.4
PESO 14.8 3318 M3 14.8 8.81074 290.6 87.8
331.6 MUESTRAS
330.7 M1 22.2 8.81074 209.0 63.1
PROMEDIO 331.082 M2 222 8.81074 250.2 75.6 60.7 26.8
DES. EST. 0.9 M3 22.2 8.81074 143.3 43.3
CV% 0.3
ESTABILIDAD TIEMPO 48 HORAS REFRIGERACION
REFERENCIA CONTE;I{SC'ON ABC MUESTRA PESO (mg) CONTE;I?SC'ON ABC V % PROMEDIO cVv
FLUTAMIDA 3313 REFERENCIAS
LOTE 12100313 331.6 M1 14.8 8.81074 295.3 89.2
PUREZA 99.22 8.8107 329.4 M2 148 8.81074 294.7 89.0 84.9 8.6
PESO 14.8 3318 M3 14.8 8.81074 253.0 76.4
331.6 MUESTRAS
330.7 M1 222 8.81074 257.4 778
PROMEDIO 331.082 M2 222 8.81074 303.0 915 68.7 41.3
DES. EST. 0.9 M3 22.2 8.81074 122.3 36.9
CV% 0.3
ESTABILIDAD TIEMPO 72 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
—_—— CONCENTRACION e MUESTRA PESO(mg) CONCENTRACION g o V% PROMEDIO oV
(ug/mL) (ug/mL)
FLUTAMIDA 344.6 REFERENCIAS
LOTE 12100313 344.4 ML 14.8 8.81074 294.4 85.5
PUREZA 99.22 8.8107 343.8 M2 14.8 8.81074 293.2 85.2 85.2 0.3
PESO 14.8 3443 M3 148 8.81074 2924 85.0
344.0 MUESTRAS
343.8 M1 222 8.81074 205.9 59.8
PROMEDIO 344.151 M2 222 8.81074 266.0 773 49.7 67.9
DES. EST. 0.3 M3 22.2 8.81074 41.6 12.1
CV% 0.1
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ESTABILIDAD TIEMPO 72 HORAS REFRIGERACION

CONCENTRACION CONCENTRACION

REFERENCIA MUESTRA PESO (mg) ABC PROMEDIO
(ug/mL) (ng/mL)
FLUTAMIDA 344.6 REFERENCIAS
12100313 344.4 M1 14.8 8.81074 315.2 91.6
99.22 8.8107 343.8 M2 14.8 8.81074 311.6 90.5 85.2 12.0
14.8 3443 M3 14.8 8.81074 252.6 73.4
344.0 MUESTRAS
343.8 M1 222 8.81074 308.2 89.5
PROMEDIO 344.151 M2 222 8.81074 298.0 86.6 70.0 447
DES. EST. 0.3 M3 22.2 8.81074 116.6 33.9
CV% 0.1

Temperatura

=S Ambiente

Refrigeracion

SOLUCION DE 25 oS

REFERENCIA
48 Horas

72 Horas

Temperatura

UEYRS Ambiente

Refrigeraciéon

SOLUCION DE 2lHIES

MUESTRA
48 Horas

72 Horas

Tamoxifeno

Tabla 75. Resultados de Tamoxifeno para la prueba de Estabilidad de las Soluciones.

ESTABILIDAD TIEMPO INICIAL
CONCENTRACION CONCENTRACION

REFERENCIA MUESTRA PESO (mg) ABC PROMEDIO
(ug/mL) (ug/mL)
CITRATO TAMOXIFENO 77.2 REFERENCIAS
LOTE 12100315 76.8 M1 221 8.61986 772 100.5
PUREZA 100.01 8.6199 77.1 M2 221 8.61986 76.6 99.7 100.0 0.4
PESO 221 76.9 M3 22.1 8.61986 76.7 99.8
FACTOR 0.65 76.4 MUESTRAS
76.5 M1 335 8.71087 75.9 97.8

PROMEDIO 76.820 M2 335 8.71087 76.3 98.3 97.5 1.0

DES. EST. 0.3 M3 335 8.71087 749 96.4

CV% 0.4

ESTABILIDAD TIEMPO 24 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
CONCENTRACION CONCENTRACION

REFERENCIA ABC MUESTRA PESO (mg) ABC V% PROMEDIO Ccv
(Hg/mL) (ng/mL)
CITRATO TAMOXIFENO 76.2 REFERENCIAS
LOTE 12100315 76.2 M1 221 8.61986 76.9 101.1
PUREZA 100.01 8.6199 76.1 M2 221 8.61986 77.4 101.8 101.2 0.5
PESO 22.1 76.0 M3 22.1 8.61986 76.7 100.8
FACTOR 0.65 76.0 MUESTRAS
75.9 M1 335 8.71087 76.1 99.0
PROMEDIO 76.066 M2 335 8.71087 76.5 99.5 99.3 0.3
DES. EST. 0.1 M3 33.5 8.71087 76.3 99.3
CV% 0.1

ESTABILIDAD TIEMPO 24 HORAS REFRIGERACION

REFERENCIA CENEENRAEEN ABC MUESTRA  PESO(mg) CONCENTRACION g V% PROMEDIO cv
(Hg/mL) (Hg/mL)
CITRATO TAMOXIFENO 76.2 REFERENCIAS
LOTE 12100315 76.2 ML 221 8.61986 771 1014
PUREZA 100.01 86199 76.1 M2 221 8.61986 77.4 1017 1015 0.2
PESO 221 76.0 M3 221 8.61986 771 101.3
FACTOR 0.65 76.0 MUESTRAS
75.9 ML 335 8.71087 765 995
PROMEDIO 76.066 M2 335 8.71087 77.0 100.1 99.8 03
DES. EST. 0.1 M3 335 8.71087 76.6 99.7
cV% 0.1
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ESTABILIDAD TIEMPO 48 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE

CONCENTRACION CONCENTRACION

REFERENCIA MUESTRA PESO (mg) ABC PROMEDIO
(ug/mL) (Hg/mL)
CITRATO TAMOXIFENO 75.8 REFERENCIAS
LOTE 12100315 75.8 M1 22.1 8.61986 75.6 99.7
PUREZA 100.01 8.6199 75.7 M2 221 8.61986 75.5 99.7 99.9 0.3
PESO 221 75.9 M3 22.1 8.61986 759 100.2
FACTOR 0.65 75.8 MUESTRAS
75.8 M1 335 8.71087 75.0 97.9

PROMEDIO 75.788 M2 335 8.71087 75.1 98.0 97.7 0.4

DES. EST. 0.1 M3 335 8.71087 74.5 97.3

CV% 0.1

ESTABILIDAD TIEMPO 48 HORAS REFRIGERACION
CONCENTRACION CONCENTRACION

REFERENCIA ABC MUESTRA PESO (mg) ABC V % PROMEDIO Ccv
(ng/mL) (ng/mL)
CITRATO TAMOXIFENO 75.8 REFERENCIAS
LOTE 12100315 75.8 M1 221 8.61986 76.3 100.6
PUREZA 100.01 8.6199 75.7 M2 221 8.61986 75.7 99.9 100.2 0.4
PESO 22.1 75.9 M3 22.1 8.61986 75.9 100.1
FACTOR 0.65 75.8 MUESTRAS
75.8 M1 335 8.71087 749 97.8
PROMEDIO 75.788 M2 335 8.71087 75.2 98.1 98.2 0.5
DES. EST. 0.1 M3 33.5 8.71087 75.6 98.7
CV% 0.1

ESTABILIDAD TIEMPO 72 HORAS TEMPERATURA AMBIENTE
CONCENTRACION CONCENTRACION

REFERENCIA (ugi) ABC MUESTRA PESO (mg) (ugimL) ABC V% PROMEDIO Ccv
CITRATO TAMOXIFENO 76.2 REFERENCIAS
LOTE 12100315 76.1 ML 221 8.61986 725 95.3
PUREZA 100.01 8.6199 76.1 M2 221 8.61986 727 95.7 95.6 0.3
PESO 221 76.0 M3 22.1 8.61986 72.8 95.8
FACTOR 0.65 75.9 MUESTRAS
75.9 M1 335 8.71087 7.7 94.7
PROMEDIO 76.015 M2 335 8.71087 725 94.3 95.2 13
DES. EST. 0.1 M3 335 8.71087 74.2 96.6
CV% 0.1

ESTABILIDAD TIEMPO 72 HORAS REFRIGERACION

REFERENCIA CON?E;I:‘SC'O“ MUESTRA  PESO (mg) CON‘EE;I?L‘;C'ON ABC PROMEDIO
CITRATO TAMOXIFENO 76.2 REFERENCIAS
LOTE 12100315 76.1 ML 221 8.61986 738 97.0
PUREZA 100.01 86199 76.1 M2 221 8.61986 733 9.5 9.8 03
PESO 221 76.0 M3 221 8.61986 73.6 96.8
FACTOR 0.65 759 MUESTRAS
75.9 ML 335 8.71087 72.4 94.2
PROMEDIO 76.015 M2 335 8.71087 724 94.3 94.9 12
DES. EST. 0.1 M3 335 8.71087 73.9 96.2
cV % 0.1

Temperatura

TIEMP )
© Ambiente

Refrigeracion

SOLUCION DE 2 S

REFERENCIA
48 Horas

72 Horas

Temperatura

=S Ambiente

Refrigeracion

SOLUCION DE 25 oS

MUESTRA
48 Horas

72 Horas

7.3.10 Robustez
Se realizaron ensayos con pequefios cambios deliberados y se determinaron los

efectos producidos por estos, los cambios realizados fueron pH en el componente
acuoso y la composicion de la fase movil, obteniendo los siguientes resultados:

-74 -



Anastrozol

Tabla 76. Resultados de Anastrozol para la prueba de Robustez.

ROBUSTEZ CONDICIONES NORMALES
CONCENTRACION

CONCENTRACION

REFERENCIA (Hg/mL) MUESTRA PESO (mg) i) PROMEDIO
ANASTROZOL 7.170 MUESTRAS
LOTE 12100375 7.165 ML 222 8.94216 7.236 100.9
PUREZA 100.7 8.9422 7.189 M2 222 8.94216 7.216 100.6 100.6 03
PESO 14.8 7.150 M3 222 8.94216 7.190 100.3
7.151
7.205
PROMEDIO 7172
DES. EST. 0.0
CV% 03
pH=3.5
REFERENCIA CONCENTRACION ABC MUESTRA PESO (mg) CONCENTRACION ABC V% PROMEDIO cVv
(ng/mL) (ug/mL)
ANASTROZOL 7.216 MUESTRAS
LOTE 12100413 7.167 ML 222 8.94216 7.042 981
PUREZA 100.7 89422 7.180 M2 222 8.94216 7.122 9.2 9.6 06
PESO 14.8 : 7121 V3 222 8.94216 7.065 98.4
7.191
7.193
PROMEDIO 7178
DES. EST. 0.0
CV% 04
pH=45
REFERENCIA CONC(E;;RSC'ON ABC MUESTRA  PESO(mg) CONC(EQN/?SC'ON ABC V% PROMEDIO cv
ANASTROZOL 7.216 MUESTRAS
LOTE 12100413 7.167 ML 222 8.94216 7.209 100.4
PUREZA 100.7 8.9422 7.180 M2 222 8.94216 7.099 98.9 99.4 0.9
PESO 14.8 : 7121 M3 222 8.94216 7.098 98.9
7.101
7.193
PROMEDIO 7178
DES. EST. 00
CV% 04
COMPOSICION DE FASE MOVIL 60:40
REFERENCIA CONC(E:/’T“RSC'ON ABC MUESTRA  PESO(mg) CONfE;EmC'ON ABC V% PROMEDIO cv
ANASTROZOL 7.280 MUESTRAS
LOTE 12100413 7.310 ML 222 8.94216 7.169 985
PUREZA 100.7 8.9422 7.275 M2 222 8.94216 7.231 9.3 98.8 04
PESO 14.8 7.276 M3 222 8.94216 7.181 98.6
7.307
7.242
PROMEDIO 7.282
DES. EST. 00
CV% 03
COMPOSICION DE FASE MOVIL 50:50
REFERENCIA CONCENTRACION ABC MUESTRA PESO (mg) CONCENTRACION ABC V% PROMEDIO cv
(ng/mL) (ug/mL)
ANASTROZOL 7.090 MUESTRAS
LOTE 12100413 7.076 ML 222 8.94216 7.167 101.1
PUREZA 100.7 8.9422 7.071 M2 222 8.94216 7.170 101.2 101.0 02
PESO 14.8 7.093 V3 222 8.94216 7.146 100.8
7.095
7.098
PROMEDIO 7.087
DES. EST. 0.0
CV% 0.2

Tabla 77. Resumen de resultados de Anastrozol para la prueba de Robustez.

Condiciones Normales Variable

pH=3.5

pH=4.5




Bicalutamida

Tabla 78. Resultados de Bicalutamida para la prueba de Robustez.

ROBUSTEZ CONDICIONES NORMALES

REFERENCIA CONCENTRACION MUESTRA  PESO(mg) CONCENTRACION PROMEDIO
(ng/mL) (ng/mL)
BICALUTAMIDA 645.4 MUESTRAS
LOTE 12100375 645.2 ML 221 8.76044 644.5 100.3
PUREZA 99.1 8.8001 645.4 M2 221 8.76044 651.2 101.4 100.8 05
PESO 14.8 645.4 M3 221 8.76044 647.4 100.8
645.2
645.3
PROMEDIO 645.320
DES. EST. 0.1
CV% 0.0
pH=3.5
REFERENCIA CON‘EE;TSC'ON ABC MUESTRA PESO (mg) CON?E;‘/I?SC'ON ABC V % PROMEDIO CV
BICALUTAMIDA 638.4 MUESTRAS
LOTE 12100375 638.2 ML 221 8.76044 645.5 101.7
PUREZA 99.1 88001 638.7 M2 221 8.76044 655.6 103.3 102.6 038
PESO 14.8 635.6 V3 221 8.76044 651.8 102.7
637.9
638.3
PROMEDIO 637.861
DES. EST. 11
CV% 0.2
pH=45
REFERENCIA CONC(E;;RSC'ON ABC MUESTRA  PESO(mg) CONC(EQN/?SC'ON ABC V% PROMEDIO cv
BICALUTAMIDA 644.1 MUESTRAS
LOTE 12100375 664.8 ML 221 8.76044 652.3 99.1
PUREZA 99.1 8.8001 664.5 M2 221 8.76044 662.5 100.6 99.7 0.8
PESO 14.8 664.8 M3 221 8.76044 653.4 9.3
664.6
664.8
PROMEDIO 661.246
DES. EST. 8.4
CV% 13
COMPOSICION DE FASE MOVIL 60:40
REFERENCIA CONC(E:/’T“RSC'ON ABC MUESTRA  PESO(mg) CONfE;EmC'ON ABC V% PROMEDIO cv
BICALUTAMIDA 647.9 MUESTRAS
LOTE 12100375 647.8 ML 221 8.76044 6437 99.8
PUREZA 99.1 8.8001 647.8 M2 221 8.76044 650.7 100.9 100.3 05
PESO 14.8 647.9 M3 221 8.76044 647.0 100.3
647.8
646.6
PROMEDIO 647.653
DES. EST. 05
CV% 0.1
COMPOSICION DE FASE MOVIL 50:50
REFERENCIA CONCENTRACION ABC MUESTRA PESO (mg) CONCENTRACION ABC V% PROMEDIO cv
(ng/mL) (ug/mL)
BICALUTAMIDA 652.9 MUESTRAS
LOTE 12100375 653.2 ML 221 8.76044 650.8 100.1
PUREZA 99.1 8.8001 652.9 M2 221 8.76044 657.5 101.1 100.6 05
PESO 14.8 652.8 V3 221 8.76044 654.1 100.6
653.1
653.6
PROMEDIO 653.084
DES. EST. 03
CV% 0.0

Tabla 79. Resumen de resultados de Bicalutamida para la prueba de Robustez.

Condiciones Normales

Variable

pH=3.5

pH=4.5

60:40

50:50
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Flutamida

Tabla 80. Resultados de Flutamida para la prueba de Robustez.

REFERENCIA

CONCENTRACION

ROBUSTEZ CONDICIONES NORMALES

MUESTRA

CONCENTRACION

FLUTAMIDA

(ug/mL)

12100313
99.22
14.8

8.8107

PROMEDIO
DES. EST.
CV%

350.569
0.4
0.1

PESO (mg)

(gfiTiL) PROMEDIO

MUESTRAS

&8 E

22.1
22.1
22.1

8.77105
8.77105
8.77105

334.1
340.4
335.6

96.5 1.0

COMPOSICION DE FASE MOVIL 60:40

REFERENCIA CORCENTRACR MUESTRA  PESO(mg) CONCENTRACION — pge V% PROMEDIO
(ng/mL) (ng/mL)
FLUTAMIDA 353.2 MUESTRAS
LOTE 12100313 3527 ML 221 8.77105 337.7 96.5
PUREZA 99.22 6.8107 350.4 M2 221 8.77105 345.8 98.8 97.6 12
PESO 14.8 ' 351.1 M3 221 8.77105 340.8 97.4
351.9
350.3
PROMEDIO 351.607
DES. EST. 1.2
CV% 0.3
COMPOSICION DE FASE MOVIL 50:50
CONCENTRACION CONCENTRACION
REFERENCIA e ABC MUESTRA  PESO (mg) g ABC V% PROMEDIO cv
FLUTAMIDA 354.0 MUESTRAS
LOTE 12100313 354.0 ML 221 8.77105 337.8 95.8
PUREZA 99.22 6.8107 354.6 M2 221 8.77105 344.4 97.7 96.7 1.0
PESO 14.8 ’ 354.1 M3 221 8.77105 340.2 96.5
3535
354.3
PROMEDIO 354.093
DES. EST. 0.3
CV% 0.1
Tabla 81. Resumen de resultados de Flutamida para la prueba de Robustez.
Condiciones Normales Variable
_ La resolucién entre Flutamida y
pH_3'5 Tamoxifeno es menor a 2.0
_ La resolucion entre Flutamida y
pH=4.5 Tamoxifeno es menor a 2.0
60:40 97.6 11
50:50 96.7 0.2
El cambio

de pH en el componente afecta la resolucién entre Flutamida y
Tamoxifeno lo cual afecta directamente en la cuantificacién, como se puede
mostrar en las figuras 37 y 38.

DADT A, Sig=270 4 Ref=350,100
'11."\'...'_: ?s:@r
1c-c-—: 39;\ o
] o &
80— - t
] o & 2
&0 = |:é & Jﬁﬁ;\-‘p
] é\qﬂlp l‘? o 0
404 4]
0 ?Sﬁ— | | III| ﬁh.
27 [\ A
E M “v@n ! Il. J IE.;_'“'\.
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T —

Figura 37. Cromatograma Solucién de Referencia a pH 3.5.
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DADT A, Sig=2704 Ref=-360, 100
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Figura 38. Cromatograma Solucién de Referencia a pH 4.5.
Tamoxifeno

Tabla 82. Resultados de Tamoxifeno para la prueba de Robustez.

ROBUSTEZ CONDICIONES NORMALES
REFERENCIA CONCENTRACION MUESTRA CONCENTRACION

PESO (mg) ABC PROMEDIO

(ng/mL) (Hg/mL)

CITRATO TAMOXIFENO 77.2 MUESTRAS
LOTE 12100315 76.8 ML 33.6 8.73687 75.9 98.8
PUREZA 100.01 8.7369 77.1 M2 33.6 8.73687 76.3 99.3 98.5 1.0
PESO 224 76.9 M3 33.6 8.73687 74.9 97.4
FACTOR 0.65 76.4
76.5

PROMEDIO 76.820

DES. EST. 0.3

CV% 0.4

COMPOSICION DE FASE MOVIL 60:40

REFERENCIA CONCENTRACION MUESTRA  PESO(mg) CONCENTRACON  pge PROMEDIO
(ng/mL) (ng/mL)
CITRATO TAMOXIFENO 80.3 MUESTRAS
LOTE 12100315 80.3 M1 33.6 8.73687 79.9 99.8
PUREZA 100.01 8.7369 80.0 M2 33.6 8.73687 80.9 101.0 100.2 0.7
PESO 224 ’ 80.0 M3 33.6 8.73687 79.8 99.7
FACTOR 0.65 80.3
79.6
PROMEDIO 80.085
DES. EST. 0.3
CV% 0.3
COMPOSICION DE FASE MOVIL 50:50
REFERENCIA CONCENTRACION ABC MUESTRA PESO(mg) CONCENTRACION = s V% PROMEDIO Ccv
(Hg/mL) (Mg/mL)
CITRATO TAMOXIFENO 78.8 MUESTRAS
LOTE 12100315 79.0 M1 33.6 8.73687 78.7 99.8
PUREZA 100.01 8.7369 78.9 M2 33.6 8.73687 79.1 100.3 99.9 0.4
PESO 224 78.9 M3 33.6 8.73687 78.5 99.5
FACTOR 0.65 78.8
78.8
PROMEDIO 78.842
DES. EST. 0.1
CV% 0.1

Tabla 83. Resumen de resultados de Tamoxifeno para la prueba de Robustez.

Condiciones Normales Variable

H La resolucion entre Flutamida y
p Tamoxifeno es menor a 2.0

La resolucion entre Flutamida y
Tamoxifeno es menor a 2.0

100.2 17

99.9 14
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8 CONCLUSIONES
8.1 Separacion Cromatografica

Para la determinacién de orden de elusibn en el sistema cromatografico
propuesto, se realizaron los diagramas de distribucion de especies quimicas a
diferente pH.

Con ayuda del Software ACD/pKa DB Version 3.50 se obtuvieron los pKa de los
analitos obteniendo los siguientes resultados:

Anastrozol
pKa = 4.78
=
N= i
N\"FN H N
_——
-
M Ch MC CN
Diagrama de Distribucion de Especies de Anastrozol
1200
1100
100.0
9200 N\
800 — L
700
{'ml —l v [Ht]
4.:‘}1:: —pH 4.0
00
200
100 A
0.0
10000 20 0 6.0 80 100 120 140
200
pH
Figura 39. Gréfica de Distribucién de Especies de Anastrozol.
Diagrama de Solubilidad Molar de Anastrozol
70€E-02
6.0€.02
e Solubilidad
50602 Mol/L
— i 4.0
4002
3.0E-02
20602
QEE03
-2.0€E-04 -
0o 20 40 6.0 pH 8.0 100 120 140

Figura 40. Gréfica de solubilidad molar de Anastrozol.
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Como se muestra en el diagrama de distribucién de especies (Figura 39), a pH 4.0
la molécula de Anastrozol se encuentra ionizada a aproximadamente al 85 %.

Bicalutamida

pKa = 11.53

o

Y,

Diagrama de Distribucion de Especies de Bicalutamida

1200
110.0
100.0
900
800
700
600 w—l t [H4]
500
A00
00
200
10.0

0.0
10000 2.0 a0 6.0 80 100 1720 14.0
20.0

w—L

—pH 4.0

pH

Figura 41. Gréfica de Distribucién de Especies de Bicalutamida.

Diagrama de Solubilidad Molar de Bicalutamida
S0€.05

40605

Solubilidad
I0E-05 Molfe
w—pH 4.0
2005

1.0€-05

0.0 +00

0.0 2.0 40 6.0 80 100 120 140
10805

2 0E-05

pH

Figura 42. Grafica de Solubilidad molar de Bicalutamida.

Como se muestra en el diagrama de distribucion de especies (Figura 41), a pH 4.0
la molécula de Bicalutamida se encuentra ionizada a aproximadamente al 100 %.
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Flutamida

pKa =13.91

CH, s CH,

H H :
CF, N CF, NH,*
PSR A SO0 A
0
0N © O,N

Diagrama de Distribucion de Especies de Flutamida

120.0
1100
100.0
900

800

700

60.0 ——l ¢+ [H4]

50.0

400

300

200

100

0.0

10000 2.0 0 6O 80 100 120 14.0
200

s L

pH 4.0

pH

Figura 43. Grafica de Distribucién de Especies de Flutamida.

Diagrama de Solubilidad Molar de Flutamida

4.8E-M

3BE-O4 w——Solubilidad

Mol/L
—ph 4.0
2.8E04

18604

8.06-05

-2 OE-05
0.0 20 40 f)an 80 100 120 140

Figura 44. Gréfica de Solubilidad molar de Flutamida.

Como se muestra en el diagrama de distribucion de especies (Figura 43), a pH 4.0
la molécula de Flutamida se encuentra ionizada a aproximadamente al 100 %.
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Tamoxifeno

pKa = 8.69
0 B CH, H+ O o CH,
0 ?
. NH+
Hac’N CH, H,C™ CH,
Diagrama de Distribucion de Especies de Tamoxifeno
120.0
1100
100.0
900
200 s HI
700
600 —_ 4 {H4]
50.0 a—pH 4.0
A00
300
200
100
0.0
100po 20 40 6.0 a0 100 120 140
20.0
pH
Figura 45. Grafica de Distribucién de Especies de Tamoxifeno.
Diagrama de Solubilidad Molar de Tamoxifeno
2.1E-04
~ A=
1.66-04 Soubilidad
Mal/l
1.1E.04 — 4.0
6.0€.05
10605
_ 00 2.0 P 6.0 80 100 120 140
40805
9 0E-05
pH

Figura 46. Gréafica de Solubilidad molar de Tamoxifeno.

A pH béasico (mayor a 9) las moléculas de los principios activos analizados se
encuentran en estado molecular lo que aumentaria la selectividad y retencion en la
separacion, lo cual se podria utilizar en el sistema cromatografico sin embargo,
para la utilizacibn de este pH se requeriria la utilizacion de columnas

cromatograficas disefiadas para soportar este pH extremo como son columnas de
con soporte de Zirconio o Titanio.
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Por otra parte, el uso de un pH acido de 4.0 como el que se propuso en el
desarrollo analitico en todos los analitos las moléculas se encuentran en forma
ionizada, que para este caso ayudo para la separacion del Anastrozol del volumen
muerto y una resolucion suficiente entre los picos de los analitos y este pH puede
ser utilizado en columnas cromatograficas comunes.

Al tratarse de una metodologia para la determinacion de trazas de Anastrozol,
Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno, el alcance de la metodologia no incluye la
determinacion de posibles compuestos de degradacion; sin embargo, al observar
Su estructura quimica se puede concluir que de existir estas eluirian en el frente en
el volumen muerto. A continuacion se presentan las posibles degradaciones de los
activos:

Anastrozol

De acuerdo a las investigaciones realizadas por Reddy et al *® y Mendes et a. ¢
las siguientes estructuras serian posibles degradaciones de Anastrozol (Figura
a47).

e
P
LA A—
r—t
S

=0 = =0
HO 0 HO N HO
Degradacién Degradacion Degradacion
Diacda de Anastrozot Monobéasica de Anastrozol Anastrozol

Figura 47. Estructuras de las posibles degradaciones de Anastrozol.

Bicalutamida

Las investigaciones de Nanduri *® y Nageswara ©? indican y caracterizan algunas
de los posibles productos de degradacion de la Bicalutamida y los cuales se
muestran a continuacion (Figura 48):

0
HO CH .
8 N o HoN — - CF
T -
NG 0 ~ CN
CF,
0
| I

=

Figura 48. Estructuras de las posibles degradaciones de Bicalutamida.
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Flutamida

El-Shaheny y Yamada ® en su investigacion identifican los siguientes productos

de degradacion (Figura 49):
NO, :: EDf
OR

Figura 49. Estructuras de las posibles degradaciones de Flutamida.

CF,

H,N

8.2 Utilizacion de software

El uso del Software “ACD/LC & GC Simulator” puede ayudar a la optimizacion de
los recursos materiales, reactivos, equipos y tiempo para el desarrollo de
metodologias analiticas por técnica de HPLC, ya que con realizar tres ensayos
modificando una variable y los datos obtenidos son alimentados en el software, es
capaz de predecir las mejores las mejores condiciones cromatogréficas para
obtener una Optima separacion cromatogréfica.

Modes Manager {Setect Moce) ﬂ ;
Node
- D Hew |
Type | Optiegston | Peeguees & lesst 3 1um
Nane: [oH > Dmemen |1 & som |
Comsdex: PACD Inc =
Praaey Factor
Source: [HFLC Paareles | Name [oH |
Moot Narw [Mcthe phase ol Evvapclsbon Uit [
Ueax | | Fackor Domerr wom [0 w {14
Aetarbon Tirve Model _.‘/__10'
Itz Tramatoemadon | Nore | |
) — — X Caxe
mpomen -] [ mikzasbXecx? : \
= ? teb

Figura 50. Modelo matematico utilizado para la simulacién de la separacién cromatogréfica con el pH como
variable.

Resolution

] N

T T T T T LA ML LA BARRS BRI RARAL R BARARAABAS MARAR
2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5
Mobile phase pH

Figura 51. Grafica de resoluciéon con respecto al pH de acuerdo a la simulacién realizada por el Software ACD/LC
Simulator.
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Realizado la simulacion con software “ACD/LC Simulator” y cargando los datos
obtenidos durante el desarrollo analitico variando el pH, nos arroja como resultado
gue el mejor pH para realizar la separacion cromatogréafica es pH 6.88, asi mismo
nos entrega la simulacion del cromatograma a ese pH el cual se muestra a
continuacion (Figura 52 y Tabla 84):

3UVaro

Bicalutamida ]

Flutamida 1

Tamomfenow

Anastrozol 1

0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 100 105 110 115 120 125 130

Time, min

Figura 52. Simulacién del Cromatograma a pH 6.88 de acuerdo al Software ACD/LC Simulator.

Tabla 84. Resultados de simulacion del cromatograma a pH 6.88 de acuerdo al Software ACD/LC Simulator.

No. Peak Name R Area Width As Peak Model
1 Anastrozol 3.02 7.18 0.04 1 a=-14535, b=2231%-1, c=-12020e-2
2 Bicalutamida 6.46 648.13 0.08 1 a=-6.6841e-1, h=5861le-1, c=-52110e-2
3 Flutamida 8.87 350.33 0.1 1 a=-4.6726e-1, b=6.5214e-1, ¢=-5.7030e-2
4 Tamoxifeno 12.18 79 0.14 1 a=6.4816e-1, bh=15733¢-1, c=-4.7058¢e-4

Utilizando el modelo matematico que el software maneja en la simulacién para la
determinacién del Factor de Capacidad (k') (Figura 50), se realizaron las graficas
de cada uno de los analitos teniendo como variable el pH del componente acuoso.
Las graficas se muestran en las Figuras 53, 54, 55, 56, 57 y 58.

k' de Anastrozol en funcion al pH de la Fase Movil
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-

o
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pH

Figura 53. Grafica de k’ de Anastrozol en funcién al pH del Componente Acuoso de la Fase Mévil.
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k' de Bicalutamida en funcion al pH de la Fase Movil
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Figura 54. Grafica de k’ de Bicalutamida en funcion al pH del Componente Acuoso de la Fase Movil.

k' de Flutamida en funcion al pH de la Fase Movil
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Figura 55. Grafica de k’ de Flutamida en funcién al pH del Componente Acuoso de la Fase Moévil.

k' de Tamoxifeno en funcion al pH de la Fase Mévil
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Figura 56. Gréafica de k’ de Tamoxifeno en funcién al pH del Componente Acuoso de la Fase Movil.
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k' en funcion al pH de la Fase Mavil
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Figura 57. Grafica de k’ de los 4 activos en funcién al pH del Componente Acuoso de la Fase Movil.

k' en funcion al pH de la Fase Mdévil (Zoom)
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Figura 58. Grafica de k’ de los 4 activos en funcién al pH del Componente Acuoso de la Fase Movil (Zoom).

Realizado el mismo ejercicio de simulacion con software, pero en ésta ocasion

variando la proporcion de componente organico de la fase movil se obtuvieron los
siguientes resultados:

Mode

Type | Dppncaton o] Begaes ol ast 2 rune M
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Figura 59. Modelo matematico utilizado para la simulacion de la separacion cromatogréfica con la composicion de
fase movil como variable.
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Figura 60. Grafica de resolucién con respecto ala composicion de componente organico de acuerdo a la
simulacion realizada por el Software ACD/LC Simulator.

De acuerdo la grafica de resolucién con respecto a la proporcion de componente
organico existen 2 proporciones que ayudan enormemente en la resolucion entre
picos. La primera proporcion es de 32.13 % de componente organico y 67.87 % de
componente acuoso (Figura 61) y la segunda proporcion 52.48 % de componente
organico y 47.52 % de componente acuoso (Figura 62). A continuacion se
presentan los resultados de la simulacion en ambos casos:
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Figura 61. Simulacion del Cromatograma a una proporciéon de 32.13 % de componente organico y 67.87 % de
componente acuoso de acuerdo al Software ACD/LC Simulator.

Tabla 85. Resultados de simulacion del Cromatograma a una proporciéon de 32.13 % de componente organico y
67.87 % de componente acuoso de acuerdo al Software ACD/LC Simulator.

No. Peak Name R Area Width As Peak Model
1 Anastrozol 5.11 7.06 0.06 1 a=3.7380, b=9.9255e-2
2 Bicalutamida 2374 658.6 0.28 1 a=6.4944, b=12560e-1
3 Flutamida 39.85 350.4 0.47 1 a=7.4675 b=1387lel
4 Tamoxifeno 30.76 715 0.36 1 a=6.3634, b=11285-1
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Figura 62. Simulacion del Cromatograma a una proporciéon de 52.48 % de componente organico y 47.52 % de
componente acuoso de acuerdo al Software ACD/LC Simulator.
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Tabla 86. Resultados de simulacion del Cromatograma a una proporcion de 52.48 % de componente organico y
47.52 % de componente acuoso de acuerdo al Software ACD/LC Simulator.

No. Peak Name R Area Width As Peak Modlel

1 Anastrozol 23 7.06 0.03 1 a=37380, h=9.9255-2
2 Bicalutamida 357 658.6 0.04 1 a=6.4944, b=1.2560e-1
3 Flutamida 413 3504 0.05 1 a="74675, bh=13871e-1
4 Tamoxifeno 478 715 0.06 1 a=6.3634, h=11285-1

Utilizando el modelo matematico que el software maneja en la simulacion para la
determinacién del Factor de Capacidad (k’) (Figura 59), se realizaron las graficas
de cada uno de los analitos teniendo como variable el pH del componente acuoso.
Las graficas se muestran en las Figuras 63, 64, 65, 66, 67 y 68.
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Figura 63. Grafica de k’ de Anastrozol en funcién a la Proporcion de Componente Organico de la Fase Movil.
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k' de Bicalutamida en funcién a la proporcion de
2000 Componente Organico en la Fase Movil
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Figura 64. Gréafica de k’ de Bicalutamida en funcion a la Proporcién de Componente Organico de la Fase Movil.
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Figura 65. Grafica de k’ de Flutamida en funcién a la Proporcion de Componente Organico de la Fase Movil.

k' de Tamoxifeno en funcidn a la proporcion de
2000 Componente Organico en la Fase Movil
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Figura 66. Grafica de k’ de Tamoxifeno en funcion a la Proporcion de Componente Organico de la Fase Movil.
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k' en funcidn de la proporcion del Componente Organico

de la Fase Movil
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Figura 67. Grafica de k’ en funcién a la Proporcion de Componente Organico de la Fase Movil.
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Figura 68. Grafica de k’ en funcién a la Proporcion de Componente Organico de la Fase Mévil (Zoom).
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8.3 Validacion de Método Analitico

Resultados de Validacion de Método Analitico

Criterios de

Parametro Aceptacion Anastrozol Bicalutamida Flutamida Tamoxifeno
CV<15% CV =0.6% CV =0.0% CV =0.3% CV =0.5%
K>2 K =05 K=25 K =35 K =38
Adecuabilidad R>2 R= NA R= 32.29 R = 10.59 R= 288
T<2 T=1.07 T=105 T=155 T=1.03
a=0.50 a=4.84 a=6.80 a=7.41
Pres?si'grgadel CV<15% 0.2% 0.0% 01% 0.2%
La respuesta del
Especificidad método Unicamente Cumple Cumple Cumple Cumple
se debe al analito
2 _ 2 _
5098 2 = 0.0981 r? = 1.0000 r’ = 0.9999 2 = 0.0998
Linealidad del ' IC(B1) IC(B1)
Sistema IC(B1) No debe IC(B1) ! ! IC(B1)
incluir el cero 70.3273 a 41.4296 a
0.6853 a 0.7143 26,7614 110028 8.2362 a 8.3542
2 _
2098 2 - 0,9998 ? = 0.9997 r=0.9915 2 = 0.9999
' IC
IC(B.) Debe incluir la 6y IC(B.) (P IC(B.)
unidad 05760 a 10043 | 0-9995 210283 0.886121.0455 | 4 4001 41,0177
IC(Bo) Debe incluir el ' ' IC(Bo) IC(Bo) IC(Bo)
eero IC(Bo) ’ 0.6645 a )
| | CV € 5.0% 00872 201544 | 0-162120.1024 0.7885 -0.0854 2 0.0734
Linealidad del | . (W) debe incluir el | CV = 0.6% CV 4 =0.7% CV = 3.7% CV yx = 0.4%
Método 100% o que el
promedio aritmético
del recobro se IC (W) IC (W) IC () IC (W)
incluya en el
intervalo 95% a 99.2% a 99.9% 15&360&5‘ 94.4% a 1?&"';&6‘
105% % = 99.6% : 100.0% .
= : 0 X = 0, — X = 0,
CV del % de recobro CV = 0.5% A =101.0% X=97.2% X =100.8%
< 5.0% = VUo7 = =
0 CV =0.8% oV = 3.7% CV = 0.5%
IC () debe incluir el IC (W) IC (W) IC (W) IC (W)
100% o que el 101.5% a 99.6% a 100.7% a
pfod“;‘lf?;z ;;irtg‘sé;ico 99.7% a100.1% 102.0% 103.5% 101.1%
Repetibilidad | ee o %= 09,95
0 = — — -
5% 99.9% X = 101.8% X = 101.5% X = 100.9%
CV del % de recobro .
<3.0% Cv=0.2% CV = 0.2% CV =1.8% CV=02%
Precision oV < 5.0% X =100.2% X =100.2% X =100.0% X =100.0%
. <5.0%
Intermedia CV =0.7% CV =1.4% CV =2.7% CV =2.2%
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Limite de
Deteccion y
Cuantificacion

r*20.98

IC(B1) No debe
incluir el cero

El LD debe ser
menor a la
especificacion de la
prueba (8.84 pg/mL)

El LC debe ser
menor a la
especificacion de la
prueba (8.84 pg/mL)

r? = 0.9975

IC(B1)
0.934a0.971

LD =
0.0564 pg/mL

LC=
0.1708 pg/mL

r’ = 0.9998

IC(B1)
91.672 a 92.669

LD =
0.0155 pg/mL

LC=
0.0470 pg/mL

r? = 0.9906

IC(B1)
31.964 a 34.474

LD =
0.1084 pg/mL

LC=
0.3284 pg/mL

r? = 0.9998

IC(B1)
11.025 a 11.140

LD =
0.0148 pg/mL

LC=
0.0449 pg/mL

Solucién Soluciéon Solucion Soluciéon
Referencia Referencia Referencia Referencia
24 Horas 24 Horas 24 Horas 24 Horas
TA =0.5% TA = 2.6% TA = 2.0% TA=12%
Ref =1.2% Ref =2.2% Ref = 30.9% Ref = 1.5%
48 Horas 48 Horas 48 Horas 48 Horas
TA =0.4% TA =0.3% TA =10.4% TA=0.1%
Ref = 0.3% Ref = 0.6% Ref = 14.9% Ref = 0.2%
72 Horas 72 Horas 72 Horas 72 Horas
TA =0.8% TA =0.8% TA = 14.5% TA=4.4%
Ref = 0.4% Ref = 0.8% Ref = 14.6% Ref =3.2%
Estabilidad de |d|<2.0%
la Muestra
Solucién Soluciéon Soluciéon Soluciéon
Muestra Muestra Muestra Muestra
24 Horas 24 Horas 24 Horas 24 Horas
TA=0.7% TA=1.4% TA=1.7% TA=1.8%
Ref = 4.6% Ref =1.3% Ref =16.1% Ref =2.3%
48 Horas 48 Horas 48 Horas 48 Horas
TA=0.7% TA=1.1% TA = 35.4% TA=0.2%
Ref = 2.5% Ref =3.1% Ref = 27.3% Ref =0.7%
72 Horas 72 Horas 72 Horas 72 Horas
TA = 0.5% TA=12% TA = 46.3% TA=2.3%
Ref = 3.8% Ref =7.8% Ref = 26.0% Ref = 2.6%
Con el cambio de pH Con el cambio de pH
pH 3.5=2.0% pH 35=1.7% enel componen?e’ enel componenl_g
acuoso la resolucion acuoso la resolucion
entre Flutamida y entre Flutamida y
pH 4.5=1.2% pH45=12% T if T it
Robustez | d | < 20% amoxi eanzgs menor amoxI eanggs menor
60:40 = 1.8% 60:40 = 0.5%
60:40 =1.1% 60:40 = 1.7%
50:50 = 0.4% 50:50 = 0.2%
50:50 = 0.2% 50:50 = 1.4%

De acuerdo a los resultados obtenidos durante la validacion del método analitico
para la cuantificacion de Anastrozol, Bicalutamida, Flutamida y Tamoxifeno en
agua residual de una planta farmacéutica de productos oncoldgicos se concluye
gue la metodologia esta validada y puede ser utilizada de forma confiable.
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8.4 Técnica analitica validada
DETERMINACION DE TRAZAS EN LA CISTERNA DE CONFINAMIENTO.
Condiciones Cromatogréficas.

e Detector: UV o Arreglo de Diodos a una longitud de onda de 270nm.

e Columna cromatogréafica: Phenomenex Kinetex XB C-18 de 2,6 um (4,6
mm X 150 mm).

e Fase moévil: Componente Acuoso : Componente Organico (55:45)

Componente Acuoso.

A 500 mL de agua purificada Milli-Q adicionar 2 mL de Hidréxido de amonio,
mezclar por 10 minutos. Ajustar el pH con acido acético glacial a 4.0 y filtrar
la mezcla a través de membrana de Nylon de 0.45 pum y sonicar durante 10
minutos.

Componente Organico.

Acetonitrilo: Tetrahidrofurano (70:30). Realizar una mezcla que contenga
700 mL de Acetonitrilo grado cromatografico y 300 mL de Tetrahidrofurano
grado cromatografico. Mezclar durante 10 minutos. Filtrar la mezcla a través
de membrana de Nylon de 0.45 pm y sonicar durante 10 minutos.

Flujo: 0.8 mL/min

Volumen de Inyeccion: 20 yL
Temperatura de la Columna: 35° C
Temperatura de la muestra: 25° C
Tiempo de la Corrida: 12 min

Preparacién de la Solucion de Referencia

Solucién de Anastrozol. Pesar aproximadamente con exactitud 14.8 mg de
Sustancia de Referencia de Anastrozol y transferir cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 100.0 mL, adicionar 25 mL de metanol RA y sonicar hasta
disolucién completa. Aforar con el mismo disolvente y mezclar.

Solucién de Bicalutamida. Pesar aproximadamente con exactitud 14.8 mg de
Sustancia de Referencia de Bicalutamida y transferir cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 100 mL, adicionar 25 mL de metanol RA y sonicar hasta
disolucion completa. Aforar con el mismo disolvente y mezclar.

Solucién de Flutamida. Pesar aproximadamente con exactitud 14.8 mg de
Sustancia de Referencia de Flutamida y transferir cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 100 mL, adicionar 25 mL de metanol RA y sonicar hasta disolucion
completa. Aforar con el mismo disolvente y mezclar.

Solucién de Tamoxifeno. Pesar aproximadamente con exactitud 22.4 mg de
Sustancia de Referencia de Citrato de Tamoxifeno (equivalente a 14.8 mg de
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Tamoxifeno Base) y transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100
mL, adicionar 25 mL de metanol RA y sonicar hasta disolucion completa. Aforar
con el mismo disolvente y mezclar.

De cada una de las soluciones preparadas anteriormente, tomar una alicuota de
3.0 mL y transferirlos a un matraz volumétrico de 50 mL diluir, aforar con Agua
Purificada y mezclar. (Esta solucion tiene una concentracion aproximada de 8.84
Hg /mL de cada uno de los componentes).

Preparacion de la Muestra.

Mezclar el contenido del frasco en donde se encuentra la muestra por medio de
agitacion magnética durante 5 minutos. Sonicar la muestra por 10 minutos,
temperar y tomar 10 mL de la muestra. Colocarla en un tubo para centrifuga y
centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm. Tomar el sobrenadante con ayuda de
una pipeta Pasteur y colocarlo en el vial para HPLC. NO FILTRAR.

Procedimiento.

Acondicionar el equipo de Cromatografia por lo menos 30 minutos antes de su
uso, manteniendo el flujo de 0.8 mL/min y una concentracion de la fase mévil de
45% de componente organico y 55% de componente acuoso.

Una vez que la presion del equipo se haya mantenido constante, considerar las
condiciones cromatogréficas descritas en esta metodologia e inyectar una solucion
blanco (agua purificada).

Adecuabilidad del Sistema: Inyectar por sextuplicado la solucién de referencia.
Determinar si se cumplen los parametros descritos en la siguiente tabla. De lo
contrario, repetir las inyecciones de la solucidon estdndar hasta cumplir con los
criterios de aceptacion.

Parametro. Criterio de Aceptacion.

El coeficiente de variacion de las areas de cada uno de <5 0%
los compuestos. =2 U0
Resolucion (R) entre Flutamida y Tamoxifeno 22.0

Cumplidos los parametros de adecuabilidad del sistema, inyectar por simplificado
cada una de las soluciones muestra.

Realizar una inyeccion de la solucién de referencia cada 10 inyecciones de
soluciones muestra para verificar el sistema durante la corrida.

Célculos.

Determinar la cantidad de cada uno de los Activos (en pug/mL) presentes en la
muestra por medio de la siguiente formula:

« P sref X 3mL XPurezaSRef
Asres 100mL  50mL 100%

Lg/mL de activo = x1000
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En donde:

Awm = Area Bajo la Curva de activo presente en la muestra.

Asref = Promedio de Areas Bajo la Curva del activo presente en la solucién de
referencia 1.

P sref = Peso en mg de la Sustancia de Referencia.
Pureza sresf = Pureza de la Sustancia de Referencia en %.
1000 = Factor de conversion a ug.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1. Férmulas para la determinacion de Parametros Cromatograficos.

Solvent 1ail

ETECTOR RESPONSE

—— |
-—

0
|-
|
3

Tiempo de Retencion (tr): es el lapso de tiempo entre la inyeccion de la muestra y
la maxima respuesta del pico eluido. ©¢?

Tiempo Muerto (ty): es el tiempo requerido para la elucion de los compuestos no
retenidos.

Volumen Muerto (Vy): es el volumen de fase movil requerida para la elucion de los
compuestos no retenidos y se calcula a partir del tiempo muerto (t,) y de la
velocidad de flujo (F):

Numero de Platos Tedricos (N): es la medida de la eficiencia de la columna.

N =16 (t"’)z
B w

Retencién Relativa (r): es la proporcién del tiempo de retencion ajustado de un
compuesto respecto a otro usado como referencia obtenidos bajo las mismas
condiciones:

tro — tim
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Retencién Relativa (TRR): es la proporcién del tiempo de retencidon sin ser
ajustado de un compuesto respecto a otro usado como referencia obtenidos bajo
las mismas condiciones:

Factor de Capacidad (K’): También se conoce como factor de retencion y se define
como la cantidad de sustancia que se encuentra en la fase estacionaria entre la
cantidad de sustancia que se encuentra en la fase mévil, y se calcula como:

(tr — tm)

tm

K' =

Resolucién (Rs): es la separacion que hay entre dos componentes en una mezcla.

_ 2(tpy — tgy)
S WL+ W,

Selectividad (a): o factor de separacion es la retencion relativa entre dos picos
adyacentes.

Factor de Coleo (As): o también conocido como factor de asimetria o coleo de pico
se calcula mediante la siguiente formula:

~ Woos

As

2f
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9.2 Anexo 2. Férmulas para la determinacion de Parametros Estadisticos.

Media Aritmética:

Xy

iy

Desviacion Estandar

. nQEy?) - Qy)?
5= nn—1)

Coeficiente de Variacion

CV = - 100

<> W

Intervalo de Confianza para la Media Poblacional

S
ICyy = ¥ £ togrs, n—1ﬁ
Pendiente
b = nyxy— XxXy
L7 o nYx?— Xx)?
Ordenada al Origen
Xy— b Xx
bO ==
n
Coeficiente de Determinacion
2
5 (nCxy) - CTxCy))

T G - EoHnEyD) - @)
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Intervalo de Confianza para la Pendiente
IC(B1) = by % too7s, n—25p1

Sp1 = Sy/x

) JZyZ—blzxy—bOZy
/x —

S
Y n—2

Intervalo de Confianza para la Ordenada al Origen

1C(Bo) = by % too75, n—25p0

) 02
Sp1 = Sy/x - + —Z o > x)?
n

Coeficiente de Variacion de la Regresion

s
CVy) = y7/" 100
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