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Prefacio

Los conceptos de Validacion de Métodos Analiticos son indispensables
para el desempeno profesional del Farmacéutico, independientemente
del area laboral en la que se desempene.

En nuestra experiencia docente de casi veinte anos, hemos observado que
introducir a los estudiantes en los conceptos de Validacion de Métodos
Analiticos no es una tarea facil, debido a factores multiples, entre los que
se encuentran:

a) Una formacion estadistica lejana en tiempo en cuanto al semestre de
imparticion del moédulo correspondiente, y lejana conceptualmente
por el abordaje no farmaceutico que se le da a los contenidos del
modulo.

b) La bibliografia existente se ha desarrollado para quienes ya aplican los
conceptos en su practica laboral cotidiana, y no para quienes desean
aprenderlos.

c) Si se revisan de manera conjunta diversas fuentes de informacion, es
probable que el alumno se enfrente a discrepancias de concepto o de
interpretacion del mismo, que le generaran dudas si no tiene todavia
el sustento teorico necesario para contrastar la informacion y traducir
el concepto en la aplicacion requerida.

Por lo anterior, los autores de este texto consideramos necesario brindar
al estudiante un texto con el que, en un nivel adecuado de explicacion,
con ejemplos reales e interpretaciones claras de las herramientas
estadisticas, se aproxime a los conceptos de Validacion de Métodos
Analiticos aplicados en el laboratorio de control de calidad farmaceutico,
no abordando en este libro los métodos bioanaliticos o los indicadores
de estabilidad, cuyas particularidades, consideramos, son motivo de
otro texto y fuentes adicionales que sobrepasan el nivel de comprension
deseado en un primer acercamiento a estos topicos,

Dr. Vicente Jesus Hernandez Abad
Dra. Elizabeth Guadalupe Sanchez Gonzalez
Autores
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Capitulo 1 Validacion de Métodos Analiticos. Algunas precisiones necesarias

esulta innegable, que los farmaceuticos fundamentamos

nuestro quehacer profesional en la ciencia y su método. Desde

elinicio de nuestros estudios profesionales, somos conminados

por los profesores que se hacen cargo de nuestra ensenanza

para que llevemos a cabo un analisis minucioso de la informacion
a nuestro alrededor. Para tratar de resolver los temas de interés en
nuestra formacion, y una vez que hemos realizado ese analisis, se nos
invita a plantear preguntas que puedan ser resueltas a través de una serie
de procesos, concatenados o no, que a su vez nos llevan a establecer
metodos precisos de obtencion de la informacion (experimental o de
otra indole), que nos permita, una vez concluida la etapa de recoleccion
de datos, llegar a una conclusion lo mas apegada posible a la realidad
que nos permiten los resultados generados. La contrastacion de esta
informacion se hace, inequivocamente, a partir del analisis cientifico de la
evidencia (siempre documentada), tratando de relacionarla con un criterio
de aceptacion o con un parametro establecido a priori con respecto a la
magnitud o resultado esperado para dicha informacion.

Con base en lo planteado en el parrafo anterior, no es de extranar que
los profesionales que nos dedicamos a la ensenanza de la Validacion
de Meétodos Analiticos, y en particular los autores de este libro, estemos
convencidos de que el concepto de Validacion nos acompana desde
el inicio de nuestra formacion como farmaceuticos, y que es un tema
inherente a nuestro quehacer cotidiano, independientemente del area
profesional en la que se desempene.

1.1 :Qué es un Método Analitico?

De acuerdo con la publicacion técnica del Centro Nacional de Metrologia
CNM-MRD-PT-030", que se fundamenta en las directrices de la I1SO
8402:1994, un método de medicion es una ‘secuencia légica de
operaciones, descrita genéricamente, utilizada en el desarrollo de las
mediciones’. Una medicion es un “conjunto de operaciones que tienen
por objeto determinar un valor de una magnitud’, y un mensurando es
una ‘magnitud particular sujeta a medicion".

Derivado de la regulacion estadounidense, en la guia Q2 de la International
Conference on Harmonization (ICH), un procedimiento analitico' (Método
Analitico) se refiere ala forma de llevar a cabo elanalisis. Deben describirse

i Traduccion libre del texto original: "Validation means confirmation by examination and
provision of objective evidence that the particular requirements for a specific intended use
can be consistently fulfilled".
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con detalle los pasos necesarios para realizar cada ensayo analitico. Esto
puede incluir, pero no esta limitado a: la muestra, el estandar de referencia
y la preparacion de los reactivos, el uso de aparatos, la generacion de la
curva de calibracion, el uso de formulas para el calculo, etc?.

Una muestra analitica se compone de dos elementos principales: el
analito (o la sustancia de interes en la medicion, el mensurando) y la
matriz (los componentes que forman parte de la muestra, los cuales
no se requiere determinar o cuantificar, pero que si afectan al Método
Analitico en los procesos de separacion necesarios previos al analisis del
analito). La medicion de una determinada magnitud en una muestra de
interés farmaceéutico, tiene que ver con la necesidad de demostrar que, en
dicha muestra, se cumple efectivamente con alguna de las propiedades
o caracteristicas del producto, con lo que se satisfaran los criterios de
calidad del mismo. La determinacion cuali o cuantitativa del analito,
permitira obtener un resultado que, a su vez, sera fundamento de una
decision con respecto a la aceptacion (o no) de la calidad del producto
que se analiza, por lo que debe ser lo mas confiable posible (Figura 1.1).

Insumos: Métodos de medicion: Desicion con
respectoala
Secuencia de operaciones calidad del producto

sz Desarrollo del analisis ACEPTAR/

Protocolo Obtencion de datos RECHAZAR
Resultados

Figura 1.1 Proceso de decision con respecto a la calidad
de un producto, derivada del analisis de la muestra.

1.2 Validacion de métodos analiticos:
un concepto

En elambito farmacéutico, las muestras de interés analitico que podemos
encontrar se enlistan de manera no limitativa a continuacions:

® Farmacos o excipientes a granel.
® Medicamentos en proceso o a granel.
® Productos farmaceuticos terminados.

® Muestras de liquido de limpieza de instalaciones o equipos.
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® Aguas residuales de los procesos farmaceuticos.
® Fluidos biologicos.

Es muy claro que, independientemente de su naturaleza, el analista
farmaceéutico debe tener certeza de almenos tres aspectos fundamentales
en la determinacion de la presencia, de la cantidad de un farmaco o
cualquier analito de interés farmacéutico en la muestra, o de ambas:

® Aspecto fundamental 1: Debe tenerse certeza de que se mide lo que
se quiere medir en realidad.

® Aspecto fundamental 2: Debe tenerse certeza, de que lo que se mide,
se mide en la cantidad correcta.

® Aspecto fundamental 3: Debe tenerse certeza, de que cada vez que
se utilice la misma metodologia para medir la presencia, la cantidad
de un analito en una muestra, o ambas, se obtendran resultados
consistentes.

A partir de lo anterior, resulta entonces indispensable el contar con alguna
herramienta (o, mejor dicho, una serie de herramientas) que permitan
al analista tener certeza de los aspectos fundamentales enumerados.
Esta herramienta, o serie de herramientas, es la Validacion de Métodos
Analiticos. Para desarrollar un concepto académico y asimilable del
término Validacion de Métodos Analiticos, es necesario partir de algunas
definiciones, mismas que se transcriben a continuacion:

La Real Academia de la Lengua Esparnola, en su diccionario vigente,
define el téermino validar como: “Dar fuerza o firmeza a algo, hacerlo
valido', toda vez que dicho término proviene del verbo latino validare, que
es equivalente a “fortificar".

De acuerdo con la publicacion técnica del Centro Nacional de Metrologia
CNM-MRD-PT-030%, la Validacion es la “confirmacion mediante examen
y suministro de evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos
particulares para un uso especifico previsto”.

En lo referente a la regulacion internacional (CFR 21 parte 820), la
Validacion es la confirmacion a traves de la provision y examen de la
evidencia objetiva de que los requerimientos particulares para un uso
especifico que se intenta pueden ser cubiertos en su totalidad'.

i Traduccion libre del texto original: “Validation of an analytical procedure is the process by
which it is stablished, by laboratory studies, that the performance characteristics of the
procedure meet the requirements for the intented analytical applications”
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En elambito de las Ciencias Farmaceuticas, y con apego a la normatividad
nacional, la Norma Oficial Mexicana 059, se denomina Validacion “a la
evidencia documental generada a traves de la recopilacion y evaluacion
de los datos obtenidos en la calificacion y de las pruebas especificas,
basadas en conocimiento del proceso, sistema o méetodo, para demostrar
funcionalidad, consistencia y Robustez". En la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos (FEUM), la Validacion de un Método Analitico se define
como “el proceso que establece, mediante estudios de laboratorio; que
las caracteristicas de desempeno del metodo, satisfacen los requisitos
para su aplicacion analitica". En la United States Pharmacopea (USP), la
Validacion de Métodos Analiticos se define como “'el proceso mediante
el cual se establece, por estudios de laboratorio, que las caracteristicas
de desempeno del procedimiento cumplen los requerimientos para la
aplicacion analitica que se intenta"®,

A partir de las definiciones anteriores, puede establecerse un concepto de
Validacion de Métodos Analiticos, definiendola como: la demostracion,
mediante la recopilacién, analisis y evaluacion objetiva de la evidencia
obtenida a partir de pruebas de desempeno especificas, de que un
procedimiento o Método Analitico puede ser utilizado o aplicado en el
analisis de un analito dentro de una determinada muestra. Como podra
notarse, en este concepto cobra especial interés la recopilacion, analisis
y evaluacion de evidencia. Dicha evidencia, es resultado de una serie de
procesos experimentales y estadisticos bien definidos en cuanto a su
metodologia, resultados y contrastacion. La definicion de los alcances de
dichos procesosy su analisis, es establecida desde la etapa de planeacion
de la Validacion de Méetodos Analiticos. Un aspecto que no forma parte
de la definicion, pero si es de gran relevancia en el concepto mismo de
Validacion, es que esta es un elemento toral en la calidad de los datos
que llevan, como ya se menciond anteriormente, a una buena toma de
decisiones (Figura 1.2).

i Traduccion libre del texto original: “Validation of an analytical procedure is the process by
which it is stablished, by laboratory studies, that the performance characteristics of the
procedure meet the requirements for the intented analytical applications’.
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Controles
o -- de Calidad
Pruebas de
Adecuabilidad
del Sistema
Validacion
de Métodos
Analiticos

Calificacion de equipos
e instrumentos

Figura 1.2 Componentes de la calidad de datos en
los métodos analiticos’.

1.3 Contexto de la validacion de
metodqs analiticos en lgas
operaciones farmacéuticas

La Validacion, en términos generales, es una funcion critica dentro
de las operaciones llevadas a cabo durante el desarrollo, produccion
y determinacion de la calidad o desempeno de los farmacos y
medicamentos. La Norma Oficial Mexicana 059° reglamenta diferentes
tipos de Validacion, dentro de los que se encuentran:

® \Validacion de Sistemas Computacionales que Impactan la Calidad del
Producto.

e \Validacion de Sistemas Criticos.
® Validacion de Procedimientos o Métodos de Limpieza.
® Validacion de Procesos de Produccion y Acondicionamiento.

® \alidacion de Métodos Analiticos.
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La Validacion de Métodos Analiticos no puede separarse del contexto de
los diferentes tipos de Validacion indispensables en el Sistema de Gestion
de la Calidad del establecimiento donde se producen los medicamentos
o farmacos, ya que se documenta, de acuerdo con la NOM 059°, desde
el Plan Maestro de Validacion. Sin embargo, para su estudio particular,
en el marco de este documento, nos limitaremos especificamente a la
definicion y explicacion de este tipo de Validacion.

1.3.1 ;Por qué validar los Métodos Analiticos?

De manera general, la Validacion, como funcion critica dentro de las
operaciones farmaceuticas, tiene como finalidad asegurar que la calidad
del producto se construye de manera paulatina y sostenida, y que no
solamente se prueba al final de los procesos encaminados a la obtencion
del medicamentos.

Un método de analisis, como todos los procesos dentro de las operaciones
farmaceuticas, tiene un ciclo de vida determinado®. Este ciclo de vida
comprende las etapas definidas en la Figura 1.3.

De acuerdo con la Figura 1.3, y desde el contexto de las operaciones
en un establecimiento dedicado a la produccion de medicamentos, no
puede concebirse el uso de un método nuevo o de un método adaptado
sin que se lleve a cabo la Validacion de Métodos Analiticos. Como tal,
la Validacion de Métodos Analiticos “se disena’, en el entendido de que
con un Meétodo Analitico se desea obtener un resultado- como puede
ser la comprobacion de la presencia de un farmaco, la existencia de una
impureza, la cantidad en la que esta presente, o todas a la vez, dentro de
una muestra- que permitira al usuario del método (de manera directa el
analista o, indirectamente, el responsable del area de aseguramiento de
la calidad) tomar una decision con respecto a la aprobacion o rechazo del
producto de una etapa de un proceso (o del resultado final de una serie
de procesos consecutivos). Lo minimo que se espera de esta decision,
naturalmente, es que sea correcta, con base tanto en la experiencia
de quien la toma, como en la certeza técnica de que el método sirve
para el objetivo para el que fue disenado y es aplicado, a la luz de las
especificaciones para el producto en analisis. La certeza técnica de los
resultados del analisis depende, al menos, del aseguramiento de tres
factores fundamentales, a saber;

a. La calificacion de los instrumentos analiticos empleados para la
medicion, que se fundamenta en la evidencia documentada de que
un instrumento opera de manera adecuada y que se ha calibrado y
mantenido de manera correcta.
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b. Las pruebas de Adecuabilidad del Sistema analitico, que son
requeridas para demostrar que el Método Analitico propuesto puede
desempenarse de manera correcta en el tiempo en el que se realice el
analisis en el instrumento especificado, y

c. La Validacion de los Métodos Analiticos.

En este sentido, esperamos cumplir con los atributos de calidad de la
Validacion de Meétodos Analiticos que hemos definido anteriormente,
para evitar tomar una decision incorrecta, derivada de la aplicacion de un
metodo cuya funcionalidad no se ha demostrado. Dicho de otra manera
mas sencilla, validamos los métodos de analisis porque, de no hacerlo,
tendriamos una gran incertidumbre con respecto a las decisiones
tomadas con base en los resultados de un procedimiento analitico cuya
utilidad o funcionalidad no conocemos, aun cuando los instrumentos
para el analisis se encuentren calibrados o los equipos calificados en
cuanto a su correcto desempenio.

1.3.2 ;Cuando se debe validar un
Metodo Analitico?

Si regresamos al ciclo de vida del Método Analitico expuesto en la Figura
13, nos daremos cuenta de que la Validacion de Métodos Analiticos
parece ser (y, en realidad, es) una condicidén sin la cual no se podria
utilizar el metodo de analisis con la confianza de que sus resultados
seran correctos. Queda claro que los Métodos Analiticos desarrollados en
el sitio de aplicacion, deben ser validados inequivocamente, porque un
procedimiento analitico original requerira, con base en su propio ciclo de
vida, que se verifique que sera util para el proposito deseado. Partimos
del hecho simple de que, un procedimiento posterior al desarrollo de un
Método Analitico sera, de manera inequivoca, la Validacion del mismo.
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Adaptacion Desarrollo
del Método del Método
Analitico Analitico

Validacion
del Método Analitico

Uso rutinario
del Método Analitico

Cambios
al Método
Analitico

Figura 1.3 Ciclo de vida del Método Analitico (adaptacion
propia a partir del texto de McPolin10).
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Un caso especial en el tema de la Validacion de Meétodos Analiticos
esta representado por los analisis que se encuentran descritos en la
Farmacopea. Es una realidad, que muchos profesionales de las Ciencias
Farmacéuticas mencionan que, tanto en la NOM 059° como en la FEUM?
y en la USP? se establece que los Métodos Analiticos descritos en la
Farmacopea no requieren ser validados, por lo que se genera confusion
en el estudiante que se enfrenta por primera vez a la comprension de
este tema. La aseveracion mencionada es correcta, toda vez que se deja
de lado la continuacion de la oracion establecida en la Introduccion del
Apéendice lll de la FEUM?, que a la letra dice: “Los Metodos Analiticos
de la FEUM’ no requieren ser validados, sino unicamente verificar su
aplicabilidad al producto, bajo las condiciones de operacion del laboratorio
y en funcion del proposito analitico deseado. En este orden de ideas, es
importante establecer el concepto de Verificacion del Méetodo Analitico,
que se refiere a “la confirmacion mediante la aportacion de evidencia de
que se han cumplido los requisitos especificados. La confirmacion puede
comprender acciones tales como la realizacidon de ensayos/pruebas y
demostraciones”. Partiendo de lo anterior, cuando un Método Analitico es
propuesto a la Comision Permanente de la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos (CPFEUM), dicha propuesta debe venir acompanada
de la fundamentacion téecnica, que incluya la documentacion pertinente,
para que la CPFEUM tome la decision con respecto a su incorporacion
a la FEUM? en funcién de los resultados de la Validacion del método
propuesto; esta decision, esta acompanada de la verificacion documental
de los resultados y puede, adicionalmente, llevarse a cabo un estudio
de tipo colaborativo entre laboratorios para que, una vez que se evaluan
los resultados analiticos en diferentes laboratorios, tener certeza de la
funcionalidad del método. Es decir, un Método Analitico descrito en
la farmacopea no se valida dentro del laboratorio usuario, toda vez
que la Validacion del mismo ya se realizé por quien lo propuso y la
CPFEUM avala, a partir de la verificacion documentaly, si es requerido,
experimental, que el método puede ser utilizado o aplicado en el
analisis de una sustancia dentro de una determinada muestra de
interés farmaceéutico. El laboratorio usuario del metodo soélo verificara,
experimentalmente, que el Método Analitico es aplicable al producto bajo
las condiciones de operacion en el laboratorio, en funcion del propodsito
analitico deseado; en cualquier caso, estamos frente a un proceso
equivalente al de la transferencia de un Méetodo Analitico, y la verificacion
dependera en su magnitud y extension de los parametros de los que se
quiera tener certeza para la aplicacion del método.

Otro concepto importante a considerar es la Transferencia de Métodos
Analiticos. Esta se refiere a un proceso documentado que permite
calificar a un laboratorio (el que recibe el método) para utilizar un
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Método Analitico que se desarrollo en otro laboratorio (laboratorio de
origen). La idea de ello es mantener el estado validado del método. Esta
transferencia se puede realizar considerando:

1) Un analisis comparativo utilizando lotes homogéneos de la muestra
(lo que, mas adelante, sera revisado como determinacion de
Reproducibilidad),

2) Co-validando el método entre los laboratorios, o
3) Re-validando el método en el laboratorio receptor.

En este caso, se establece de manera clara el protocolo de transferencia
del método, y los procesos que se deben llevar a cabo para la misma, que
pueden ir desde una verificacion hasta la completa Validacion del método.

Para finalizar esta seccion, es de sumaimportancia hacer notar que, cuando
un metodo validado sufre un cambio significativo en su procedimiento,
cuando un método detallado en la farmacopea se aplica para un producto
diferente para aquel para el que fue disenado (por ejemplo, aplicar un
metodo para la valoracion del principio activo como materia prima para
valorar dicho activo en tabletas), o cuando la composicion del producto al
que se aplica el método de analisis cambia significativamente, se requiere
evaluar y, muy seguramente, decidir sobre validar el método de nueva
cuenta’ 2,

1.3.3 ;Qué pruebas deben llevarse a cabo
para la Validacion de Metodos Analiticos?

En este apartado, nos referiremos Unicamente a los Métodos Analiticos de
rutina en el laboratorio, definidos en la USP como métodos compendiales?,
sin considerar a los Métodos Analiticos que tienen como fin determinar la
cantidad de un analito en un fluido biologico y que son utilizados para
estudios de farmacocinética o biodisponibilidad, ni a aquellos métodos
cuyo objetivo es serindicativos de la estabilidad de un medicamento, toda
vez que la discusion de la Validacion de ese tipo de méetodos sobrepasa
los alcances de este libro.

En la FEUM, se establece una clasificacion de los Métodos Analiticos para
fines de Validacion, en la que estos se dividen en cuatro categorias’:

® Categorial. Aquellos que se emplean para cuantificaraun componente
especifico en muestras de producto terminado o en pruebas de
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estabilidad, ya sea en farmacos, aditivos o preparados farmaceuticos, u
otros analitos de interes (conservadores, solventes, etc.).

® Categoria Il. Métodos Analiticos para la determinacion de impurezas
(productos de degradacion, sustancias relacionadas, isomeros opticos,
etc). Se puede considerar dentro de estos las determinaciones
cuantitativas o las pruebas limite de impurezas. No se incluye en esta
categoria a los métodos en los que se determina la pureza.

® Categoria lll. Son aquellos con los que, mediante la determinacion de
un analito en una muestra, se evalua una caracteristica de desempeno
de un preparado farmacéutico (liberacion o disolucién del activo a
partir de una determinada formulacion, por ejemplo).

® Categoria IV. Pruebas de identificacion de un analito en muestras
de farmacos, aditivos o preparados farmaceéuticos, cuyo proposito
es unicamente el de establecer la presencia de dicho analito en la
muestra.

Por otra parte, en la Guia Q2 de la ICH? los Métodos Analiticos son
clasificados de la siguiente manera:

1. Ensayos de identidad, que se utilizan, como su nombre lo indica,
para asegurar la identidad de un analito en la muestra. Esto se logra
normalmente comparando alguna propiedad del analito con la de un
estandar.

2. Pruebas para impurezas, que pueden ser de tipo cuantitativo o
cualitativo: Se busca con este tipo de métodos reflejar con Exactitud
las caracteristicas de pureza de la muestra.

3. Métodos para valoracion, con los cuales se busca medir la cantidad
de analito presente en una determinada muestra. Puede incluirse en
esta categoria la determinacion de la cantidad disuelta.

Independientemente de la fuente de clasificacion de los métodos, resulta
indispensable hacer notar que para comprobar la funcionalidad del
Meétodo Analitico (es decir, para su Validacion), debemos conocer de inicio
el objetivo del mismo, porque no se va a requerir demostrar las mismas
propiedades para un metodo cuyo proposito es establecer si un analito
esta presente o no en la muestra, que para aquel método en donde es
necesario conocer la cantidad del analito presente en el producto, o para
aquel procedimiento en donde se buscara conocer el perfil de impurezas
de un medicamento. Por lo anterior, dependiendo del objetivo del método
de analisis, se elegiran las caracteristicas de desempeno analitico a
demostrar durante la Validacion del mismo*4,
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Para iniciar con la explicacion del proceso de seleccion (racional) de las
caracteristicas de desempeno analitico que deberan demostrarse durante
la Validacion de un método, y a manera de resumen, a continuacion se
enlistaran definiciones (propias) de aquellas que podrian ser evaluadas,
en estricto orden alfabético.

Especificidad: Es la capacidad del Método Analitico para asegurar la
presencia del analito en la muestra de manera inequivoca, aun cuando
existan otros componentes (productos de degradacion, intermedios de
reaccion, componentes de la matriz, entre otros) que se espera estén
presentes en la muestra.

Exactitud: Es el grado de concordancia que existe entre los resultados
obtenidos del analisis y el valor aceptado como real o de referencia. Se
menciona que el término de Exactitud se refiere a la veracidad de la
medicion.

Intervalo: Se refiere al rango de concentraciones del Método Analitico
(desde la mas baja hasta la mas alta), para el que se ha demostrado que
los resultados analiticos presentan un nivel aceptable de Linealidad,
precision y Exactitud.

Limite de Cuantificacion: Es la cantidad minima del analito que puede ser
determinada con Exactitud y precision aceptables dentro de una muestra
analitica, bajo las condiciones de aplicacion del método.

Limite de Deteccion: Es la cantidad minima del analito en una muestra
que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones de aplicacion del metodo.

Linealidad: Es la capacidad del sistema o método, para brindar resultados
analiticos que son proporcionales a la concentracion del analito en la
muestra.

Precision: Esta definicion presenta un especial interés, porque existe una
diferencia importante en su concepto entre la FEUM y la guia Q2 de ICH.
De manera general, la precision denota el grado de dispersion entre los
resultados de la cuantificacion del analito en multiples muestreos de la
misma muestra homogenea. Dicho de otra forma, es el grado en que los
resultados del analisis multiple de una muestra homogénea concuerdan
entre si. Ahora bien, en el caso de la FEUM, se definen dos niveles de
precision (repetibilidad y Reproducibilidad), y se maneja por separado un
término denominado Tolerancia, mientras que para la guia Q2 se define
tres niveles (repetibilidad, Precision Intermedia y Reproducibilidad).
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En el caso de la repetibilidad, la definicion involucra el grado de dispersion
que se obtiene de los resultados de la cuantificacion del analito en
multiples muestreos de la misma muestra homogénea, cuando el analisis
se realiza bajo las mismas condiciones analiticas (analista, dia, equipo,
tiempo), es decir, dentro de una misma “corrida” analitica.

En el caso de la Precision Intermedia, se establece en la guia Q2 que es el
grado de dispersion que se obtiene de los resultados de la cuantificacion
del analito en multiples muestreos de la misma muestra homogénea,
cuando el analisis se realiza variando algunas condiciones del método
(analistas, dias, equipos), dentro del mismo laboratorio. Esta definicion, es
equivalente a la que se establece en la FEUM bajo la denominacion de
Reproducibilidad; sin embargo, en la guia Q2, la Reproducibilidad se define
en términos del grado de dispersion que se obtiene de los resultados de
la cuantificacion del analito en multiples muestreos de la misma muestra
homogénea, cuando se varian los laboratorios donde se realiza el analisis,
es decir, en estudios de tipo colaborativo para el caso de una transferencia
o verificacion del método.

Robustez: Es la capacidad del Meétodo Analitico de mantener su
desempeno, en lo concerniente a los resultados que de éste se obtienen,
al aplicar variaciones pequefas, pero deliberadas, en las condiciones
normales de operacion del mismo (a manera de ejemplo, variaciones
pequenas de pH en las soluciones amortiguadoras, en las velocidades de
flujo de la fase movil, en las condiciones de almacenamiento de muestras,
entre otras). Resulta sumamente relevante el mencionar que este termino
se confunde de manera comun con el de Tolerancia.

Tolerancia: Es la habilidad para reproducir el Método Analitico en
diferentes laboratorios o bajo circunstancias diferentes sin que ocurran
diferencias inesperadas entre los resultados obtenidos.

Una vez que se han definido las diferentes caracteristicas de desempeno
que podrian determinarse durante la Validacion de un Método Analitico,
resulta importante definir un criterio para la seleccion de las mismas
durante el proceso de planeacion de la serie de experimentos o pruebas
que seran conducidas para demostrar de manera inequivoca que el
meéetodo sirve para el proposito con el que fue desarrollado. Empezaremos
mencionando que, tanto en la FEUM como en la guia Q2, se establecen
con claridad las caracteristicas de desempeno analitico recomendadas
para la Validacion de un Método Analitico de acuerdo con su categoria.
Para la FEUM, las caracteristicas recomendadas para la Validacion de un
Método Analitico son las que en este trabajo se presentan en la Tabla 1.1.
Cabe aclarar que estas caracteristicas son virtualmente las mismas que se
requieren para la USP®,
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En la Tabla 1.2, se presentan las caracteristicas de desempeno analitico
recomendadas por la guia Q2 de la ICH para la Validacion de un Método
Analitico.

El analisis de las tablas 1.1y 1.2 nos permite establecer una serie tanto de
coincidencias como de puntos divergentes (no de fondo en estos ultimos)
entre la regulacion establecida en la farmacopea y la guia internacional
homologada. La primera convergencia es la relevancia de la determinacion
de Especificidad o selectividad del método, independientemente de su
aplicacion. La segunda, radica en la necesidad de asegurar, con una serie
de determinaciones de caracteristicas de desempeno, que los metodos
en los que se involucra la cuantificacion de algun analito permitiran
hacerlo con un elevado grado de certeza en las determinaciones. La
tercera y ultima convergencia visible, es la necesidad de contar con
Metodos Analiticos confiables en todas las ocasiones en las que se lleve a
cabo su utilizacion para la toma de decisiones.

De las principales divergencias que pueden observarse, resulta la mas
notoria que la FEUM incorpore la determinacion de la verificacion de los
parametros relacionados con el sistema analitico dentro del cuadro de
caracteristicas de desempeno, mientras que tanto en la USP como en la
guia Q2 se sobreentiende que dichos parametros ya han sido verificados
de manera previa al inicio de la Validacion del método. De cualquier
manera, en los siguientes Capitulos se retomara de manera explicita la
determinacion de la verificacion de parametros de funcionamiento del
sistema analitico. Otra divergencia, es el que la guia Q2 no haga explicita
la determinacion de los parametros de Robustez y Tolerancia del método;
en este caso, en la mencionada guia se explica que mucha de esta
informacion se obtiene de manera natural durante la etapa de desarrollo
del metodo mismo2

Amanerade conclusionde estetema, laseleccion delas caracteristicasde
desempeno analitico del método a validar, dependera primordialmente
del objetivo del método mismo*2, En los métodos de rutina, esta
seleccion puede ya estar indicada en una guia o, como en el caso de
Meéxico, en un documento normativo, como lo es la FEUM. Elalcance de la
determinacion de cada parametro, su analisis y conclusion con respecto
al cumplimiento del mismo al aplicar el método, se analizaran de manera
detallada en diferentes apartados de este libro.
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Tabla 1.1 Caracteristicas de desempeno analitico recomendadas
para validar un metodo de acuerdo con la FEUM®,

Caracteristica de
desempeno

Cualitativas
Categoriallll
Categoria IV

w —
— a9 =
o} 2 ©
S - :
S 2| s
g =
- < B
] ] ©
(6] 3 o

Verificacion del Sistema ) . . . -

Precision del Sistema V V . . -
Linealidad del Sistema v v . . s
Especificidad/Selectividad V V v . V
Exactitud del Método v v ‘ . =
Linealidad del Método v J : . =
Precision del Método v v - ¥ -
Limite de Deteccion - - I : -
Limite de Cuantificacion - iV = . -
Tolerancia

Robustez

" Puede ser necesario dependiendo de la naturaleza del método.
- La determinacion de dicha caracteristica de desempeno no es recomendada.
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Tabla 1.2 Caracteristicas de desempeno analitico recomendadas
para validar un metodo de acuerdo con la guia Q2 de ICH2.

Caracteristica de

Valoracion

desempeno

Ensayos de Identidad
Pruebas para impurezas
cuantitativas
Pruebas para impurezas
cualitativas

Especificidad/Selectividad V V V V
Exactitud del Método - v - v
Linealidad del Método - v - v
Intervalo - v - v

Precision del Método

Repetibilidad - v -

Precision Intermedia v (1)

Limite de Deteccion - -2 \ -
Limite de Cuantificacion - V - -

1 Si se determina Reproducibilidad, no es necesario verificar Precision Intermedia.
2 Puede requerirse en ocasiones.

- La determinacion de dicha caracteristica de desempeno no es recomendada.
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1.4 Resumen del Capitulo 1

e Un Meétodo Analitico es una serie de operaciones encaminadas
a determinar la presencia, la cantidad (0 ambas) de un analito en
una muestra. Su finalidad sera la de obtener un resultado, cuya
interpretacion servira para la toma de decisiones con respecto a la
calidad de un producto o proceso.

e La Validacion de Meétodos Analiticos puede definirse como la
demostracion, mediante la recopilacion, analisis y evaluacion
objetiva de la evidencia obtenida a partir de pruebas especificas,
de que un procedimiento o Método Analitico puede ser utilizado
o aplicado en el analisis de un analito dentro de una determinada
muestra.

e La Validacion de Métodos Analiticos, junto con la calificacion de
equipos analiticos y las pruebas de Adecuabilidad del Sistema
analitico, permite tener certeza técnica con respecto a los resultados
obtenidos con un Método Analitico.

e Un procedimiento posterior al desarrollo de un Método Analitico
sera, de manera inequivoca, la Validacion del mismo.

e Paravalidar un método, se requiere demostrar que este cumple con
una determinada serie de caracteristicas de desempeno analitico. La
seleccion de las caracteristicas de desempeno analitico a demostrar,
dependera primordialmente del objetivo del método mismo.
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omo se menciono en el Capitulo 1, la Validacion de Metodos

Analiticos forma parte de los requerimientos basicos para

asegurar la certeza técnica con respecto a los resultados que

se obtendran del mismo método una vez que este sea aplicado

al analisis de muestras. Antes de proceder a la Validacion del
metodo, se requiere cumplir con dos requisitos que permitiran asegurar
la calidad de los datos que se obtengan durante la comprobacion de
las caracteristicas de desempeno analitico del método a validar, estos
requisitos son:

® | a calificacion de equipos o instrumentos, y
® |ademostracion de la Adecuabilidad del Sistema analitico.

Ambos requisitos, seran desarrollados en este Capitulo de una manera
sucinta, de tal manera que permitan al lector comprender su relevancia
para la Validacion del Método Analitico y, en Capitulos posteriores, la
forma de planearlos y documentarlos en el contexto tanto del protocolo
como del reporte de la Validacion del Método Analitico.

2.1 Calificacion de equipos o instrumentos

2.1.1 Conocimiento de la incertidumbre
de las mediciones

Como ya se habia establecido en el Capitulo anterior, un Método Analitico
tiene como finalidad el obtener una medicion, que es un “conjunto de
operaciones que tienen por objeto determinar un valor de una magnitud.
Como tal, una medicion nos senala una propiedad de algo, en el caso de
los métodos de analisis, podria ser la concentracion del analito en una
muestra, o tal vez la determinacion de la presencia y cantidad de una
impureza en otra muestra, dando en cualquier caso una magnitud a la
propiedad que se mide. En nuestro pais, los instrumentos para medir
se definen como ‘los medios técnicos con los cuales se efectuan las
mediciones y que comprenden las medidas materializadas y los aparatos
medidores™. Toda medicion, se realiza utilizando un instrumento, con
lo que se obtiene un resultado que consta de dos partes: un numero y
una unidad de medida3. Cabe aclarar, que una medicion siempre es
realizada en un instrumento y tiene que ser relacionada con una medida
normalizada, por lo que la simple comparacion de dos unidades del mismo
producto, o el resultado de una prueba donde se tiene como respuesta
el si un producto “pasa o no pasa” (es decir, una respuesta categorica),
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no es una medicion34 Aquellos equipos en los que no se cumplan las
condiciones de ser utilizados para efectuar mediciones y de usar medidas
normalizadas, se clasificaran, para fines de este trabajo, como equipos
analiticos.

Toda medicion que se realiza esta sujeta a un determinado grado de
incertidumbre, y esta medicion solamente puede considerarse como
valida si es que viene acompanada del conocimiento del grado de
incertidumbre de la misma. En términos analiticos, la incertidumbre de
una medicion puede definirse como “un parametro asociado con el
resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion de los valores
que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurando'+®. Esta
definicion es de gran relevancia ya que la palabra incertidumbre, en el
léxico comun, implica duda; en el caso de los Métodos Analiticos, por el
contrario, la incertidumbre de la medicion no implica duda alguna con
respecto a la validez de la medicion; por el contrario, el conocimiento
de la incertidumbre de la medicion implica el incremento del grado de
confianza de la validez del resultado analitico obtenido, toda vez que
se refiere a la dispersion o variedad de valores del resultado analitico
que son posibles de obtener (de manera razonable) en un proceso de
medicion determinado. Si bien este libro no tiene la finalidad de abundar
en eltema de la incertidumbre, y dicho tema podria estar desarrollado de
mejor manera en algunas de las fuentes bibliograficas consultadas para el
desarrollo de este Capitulos®, si es importante mencionar, de manera muy
generaly breve, la logica de la determinacion de la incertidumbre.

® En la practica, la incertidumbre de la medicion puede provenir de
diferentesfuentes,incluyendolaformade muestreo, elalmacenamiento
de la muestra, los efectos de la matriz, las condiciones ambientales
del método, las incertidumbres de equipos, materiales, sustancias de
referencia, purezas de los reactivos, aproximaciones en los calculos y,
por supuesto, variaciones aleatorias de los resultados. Por ejemplo, en
un método en el que se desea conocer el contenido de un farmaco en
una muestra, se pesa una cantidad de la muestra, se disuelve en un
disolvente apropiado, se toma una alicuota y se mide la absorbancia
de la muestra en el espectrofotometro UV o visible, comparando
posteriormente con un estandar de pureza conocida, como se muestra
en el diagrama de la figura 2.1.
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Disolucion con disolvente
Validacion del
Método Analitico

Toma de alicuota
Uso rutinario del
Método Analitico

Lecturaenel
espectrofotometro UV

Comparacion
con un estandar

Figura 2.1 Diagrama de un Metodo Analitico para
determinar la pureza de un farmaco en una muestra.
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El mensurando en este caso sera la concentracion de farmaco (C) en la
muestra, obtenida a partir de la ecuacion 2.1:

Ecuacion 2.1

Donde:

C,= Concentracion del farmaco en la muestra.
C, = Concentracion del estandar.

A, = Absorbancia del estandar.

A= Absorbancia de la solucion de la muestra.

P_= Pureza del estandar.

Algunas fuentes de incertidumbre para dicho meétodo, podrian
esquematizarse en un diagrama de Ishikawa, como el que se muestra en
la Figura 2.2.

Cs As, Af

Pesada estandar Temperatura Calibraciones Repetibilidad
Aforo (a) Volumen alicuota Calificacion Volumen
Calibraciones del analista

“ 4 _»of

Pesada (W)
Pericia del
Analista

Muestra

Figura 2.2 Posibles fuentes de incertidumbre para el
metodo propuesto en el diagrama de la Figura 2.1.
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® Se puede determinar la contribucion a la incertidumbre de cada
una de las fuentes (x1, x2, ..xn) de manera separada. Cada una de
esas contribuciones obtenidas por separado es un componente de
la incertidumbre. Se pueden tener los valores de incertidumbre (u) de
la pureza del estandar u(P ), de las pesadas u(W), de los aforos ufa), de
las calibraciones ufc), entre otras. A manera de ejemplo:

® Sise deseara conocer la incertidumbre asociada a la pesada de la
muestra, esta puede obtenerse a partir de la informacion que brinda
su certificado de calibracion y fuentes internas de incertidumbre de
la balanza establecidas por el fabricante de la misma (resolucion
de la escala, Linealidad, repetibilidad y sensibilidad de la balanza).
La calibracion puede reportar una incertidumbre, a manera de
ejemplo, de 0.01%.

® Sisedeseaconocer la contribucion a la incertidumbre por la pureza
del estandar, se puede asumir a partir del certificado de analisis del
proveedor, por ejemplo, si se menciona 99.99 *+ 0.01%, la pureza
sera 0.9999 + 0.0001.

® Una vez conocida la contribucion de cada fuente (x1, x2, ..xn), la
incertidumbre total, denominada incertidumbre total combinada de
la medicion (y), que se denota como u (y), es la raiz cuadrada positiva
de la varianza total obtenida al combinar todos los componentes
de la incertidumbre asociados. Esa desviacion estandar, indica los
valores que, de manera razonable, pueden tomar los resultados del
analisis, si es que las fuentes de variacion son independientes entre si
(ecuacion 2.2):

uC (y(x1: x2’ ~~‘))

Ecuacion 2.2

Donde yfx,x,..) es una funcion de varios parametros o fuentes de
incertidumbre x,,x,,..), €; €s un coeficiente de sensibilidad dependiente de
la ponderacion de cada fuente de incertidumbre. Como puede observarse
claramente, la incertidumbre total combinada es una desviacion estandar,
un parametro que denota, como se menciond en la definicion, la
dispersion de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos
al mensurando. El conocimiento de la incertidumbre de la medicion,
permite conocer entonces los valores que, de manera racional, pueden
obtenerse como resultado de una medicion, y permite tener certeza de la
calidad de las mediciones.
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Se recomienda al lector abundar en el conocimiento de este tema,
partiendo tal vez de la revision y analisis de la bibliografia utilizada en este
textose,

2.1.2 Error en las mediciones

Es importante distinguir entre los conceptos de incertidumbre y error.
El error es la diferencia entre un resultado individual de la medicion
y el valor real del mensurandos °. En la practica, un error de medicion
es la diferencia entre el valor obtenido y el valor de referencia; es decir,
el error es un valor unico vy, en principio, si se conoce la magnitud del
error, esta podria aplicarse como una correccion del resultado. Por otro
lado, la incertidumbre es un intervalo de valores obtenido a partir de una
serie de determinaciones de una misma muestra aplicando un mismo
procedimiento analitico, que representan todas las posibles magnitudes
que hadetomarlarespuestaanalitica obtenida paralas muestras aplicando
el método de medicion. De manera general, el valor de la incertidumbre
no puede ser utilizado para corregir el valor de una medicion.

Se puede mencionar, de manera general, que el error consta de dos
componentes, un componente aleatorio y otro sistematico.

El error aleatorio, proviene comunmente de variaciones impredecibles
en las magnitudes que se estan determinando, que se traducen en
variaciones en las observaciones repetidas del mensurando. Este tipo de
error no puede ser compensado de forma alguna, pero puede reducirse
conforme se tiene un numero mayor de observaciones* .

El error sistematico, por otra parte, se define como un componente del
error el cual, en el transcurso de una serie de mediciones del mismo
analito, permanece constante (por ejemplo, la falta de correccion
contra un blanco para una medicion) o varia de una forma predecible
(por ejemplo, el cambio en el valor de tiempo de retencion en un
cromatograma en funcién de la variacion de la temperatura en un
laboratorio). El error sistematico es independiente del numero de
mediciones y no es posible, por lo tanto, reducirlo incrementando el
numero de analisis realizados a la muestra. Es importante mencionar,
que el resultado de una medicion debe ser corregido para todos aquellos
efectos sistematicos significativos, lo cual se realiza, para los instrumentos
de medicion, ajustandolos o calibrandolos de acuerdo con materiales de
referencia estandarizados?.
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Para ejemplificar ambos tipos de errores, supongamos que un grupo de
cuatro alumnos llevo a cabo el analisis del contenido de indometacina en
tabletas. Los resultados obtenidos por cada alumno después del analisis
espectrofotometrico repetido (5 veces) de muestras extraidas de las
tabletas y su transformacion a porcentajes de indometacina se enumeran
en laTabla 2.1. Por tratarse de un ejemplo, existen los siguientes supuestos:

® | as tabletas contienen 20 mg del principio activo cada una (lo que
corresponde al 100%).

® Todasy cada una de las tabletas contienen en realidad 20 mg, y ese es
el Unico valor que es posible obtener como resultado del analisis..

Tabla 2.1 Resultados analiticos
obtenidos por cada alumnos en el
analisis de indometacina en tabletas.

[°) [°) o o o) o
o] o] e} o] o] =
I I @ ] I

= = = = = o
S = S S S €
7] 7] 7] n 0 )
i 0 ) 0 0 o
x o x [+ x o

1 00.6 09.9 100.1 100.4 100.0 100.00
2 00.8 06.2 06.3 1031 105.4 100.16
3 94.6 954 952 94.8 95.0 95.00

4 102.2 o1.1 05.6 972 921 05.64
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En la Figura 2.3, se muestra un diagrama de dispersion de los resultados
obtenidos.
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Figura 2.3 Diagrama de dispersion de los resultados
obtenidos de analisis de indometacina en tabletas.

Como puede observarse en los resultados, entre elalumno 1y elalumno 2
existe una diferencia importante en la dispersion de los resultados, ya que
los obtenidos por el alumno 1 presentan baja dispersion, y los del alumno
2, aunque el promedio de sus resultados ronde el 100%, presentan una
variacion importante en las magnitudes medidas, es decir, los resultados
de las mediciones obtenidas por el alumno 2 presentan un error aleatorio
importante. Por otra parte, si se comparan los resultados obtenidos por
el alumno 3 con los del alumno 4, se observa algo muy similar, ya que
hay una gran dispersion en los resultados del alumno 4, por lo que el
error aleatorio de los mismos es mayor. Finalmente, al comparar entre
los resultados del alumno 1 con los del alumno 3, puede observarse que
los del alumno 1 son mas cercanos al valor real (100%), mientras los del
alumno 3 son consistentemente bajos (con un promedio de 95%), por lo
que el error sistematico esta presente en los resultados obtenidos por el
alumno 3, no asi en los del alumno 1.

Para finalizar este tema, es preciso referirse a que, en muchos textos,
se menciona un tercer tipo de error, al cual se le denomina como error
espurio o error grosero. Este error es facil de reconocer, porque es aquel
que proviene de forma directa de una reconocida falla humana (mal
trasvase de una alicuota, tirar una muestra, un mal aforo o transponer
digitos en la anotacion de una pesada) o de un mal funcionamiento de
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equipo (fugas en las tuberias de un equipo de cromatografia de liquidos,
aire atrapado en una celda de flujo continuo para deteccion UV, mal uso
de un instrumento). Una vez que se detecta este tipo de error, resulta muy
claro que los resultados obtenidos son invalidos, y que debe repetirse el
analisis, porque no hay forma de compensar o corregir los resultados que
fueron obtenidos de una forma incorrectat ***,

2.1.3 Elementos de la calificacion de
equipos e instrumentos analiticos

Los laboratorios de analisis farmacéutico cuentan con una gran cantidad
de equipos e instrumentos, que son utilizados de manera individual o,
comunmente, de manera conjunta, para llevar a cabo los procesos que
conforman un Método Analitico. La Validacion de un Método Analitico
unicamente puede ser demostrada a través de la aplicacion de pruebas
experimentales de desempeno delmeétodo. Para que estas pruebas tengan
confiabilidad, sus resultados deben provenir de equipos e instrumentos
que permitan tener una certeza adecuada de su funcionamiento,
brindando datos analiticos de calidad.

La calificacion de los equipos e instrumentos analiticos es la evidencia
documentada de que dicho equipo o instrumento se desempena
de manera adecuada para su proposito determinado, y de que se
mantiene y calibra (si fuera el caso) también de forma adecuada. La
calificacion de los instrumentos y equipos analiticos se lleva a cabo, de
manera tradicional, en cuatro etapas, a sabero;

® Calificacion de Disefno: Incluye todos los procedimientos previos
a la instalacion del equipo o instrumento. En ella se definen las
especificaciones operacionales y funcionales del equipo o instrumento
aunque, en la realidad, con los aparatos comercialmente disponibles
poco hay que establecer en esta etapa de la calificacion.

® Calificacion de la Instalacion: Incluye los procedimientos
relacionados con la instalacion del instrumento o equipo en un
ambiente seleccionado. Se asegura en esta etapa que dicho ambiente
de trabajo es el adecuado para la correcta operacion del aparato.

® Calificacion de la Operacion: En esta etapa se demuestra que el
instrumento o equipo funcionara de acuerdo con sus especificaciones
operacionales en el ambiente seleccionado. La calificacion de
operacion se lleva a cabo después de la instalacion de un nuevo
instrumento o equipo o de la reparacion o cambio de localizacion de
un instrumento ya existente.
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® Calificacion del desempeno: Se define como el proceso mediante
el cual se demuestra que el instrumento o equipo funciona
consistentemente de acuerdo con las especificaciones establecidas
para su uso rutinario. En esta etapa, es cuando se lleva a cabo la
calibracion del equipo, si es que este sirve para realizar una medicion
(es decir, si se trata de un instrumento), dicha calibracion tiene la
‘finalidad de procurar la uniformidady confiabilidad de las mediciones
que se realizan..”, ya que la calibracion es el “conjunto de operaciones
que tiene por finalidad determinar los errores de un instrumento para
mediry, de ser necesario, otras caracteristicas metrolégicas™. La idea
es, entonces, demostrar la trazabilidad de las mediciones, la cual, de
acuerdo con la Guia 30 de laISO, es ‘la propiedad del resultado de una
medicion o del valor de un patron por medio de la cual éstos pueden
ser relacionados, con una incertidumbre determinada, a referencias
establecidas, generalmente patrones nacionales o internacionales, a
través de una cadena ininterrumpida de comparaciones™. Dicho de
otraforma, los instrumentos se calibran porque resulta indispensable el
conocer si las mediciones obtenidas a partir de ellos son comparables
(trazables) con respecto a patrones de medida internacionalmente
aceptados.

Para complementar la informacion, se presenta en la Tabla 2.2 una
propuesta para clasificar los equipos e instrumentos, donde se catalogan
de acuerdo con la complejidad en los procedimientos de aseguramiento
de la calidad para demostrar su calificacion.

Una vez que se ha establecido una adecuada calificacion (y, reiterando,
en el caso de los instrumentos, calibracion) de los equipos, es necesario
demostrar la aplicabilidad del proceso de analisis en las condiciones
experimentales que conforman el procedimiento analitico, a través de la
demostracion de la Adecuabilidad del Sistema.

2.2 Adecuabilidad del Sistema Analitico

Como ya se menciono al inicio de este Capitulo, la determinacion de la
Adecuabilidad del Sistema es un requisito indispensable para asegurar
la calidad de los datos obtenidos de una medicion. De hecho, la
determinacion de la Adecuabilidad del Sistema, es considerada una
parte integral del Método Analitico, bajo el principio de que el equipo, los
sistemas electronicos, las operaciones analiticas y las muestras a analizar
constituyen un sistema integral, y como tal, deben evaluarse®,



Capitulo 2 Como asegurar la calidad de los datos

Tabla 2.2 Clasificacion de los equipos de laboratorio de acuerdo
con la complejidad en los procesos para calificarlos.

Procesos requeridos para

Categoria

calificar los equipos

e No hay un protocolo
especial

e Se determina por la
inspeccion visual del
equipo

e Se establecen
Procedimientos
Normalizados de
Operacion para su
calificacion

¢ No hay ambigledad
en los parametros para
calificarlos

e Se establecen
Procedimientos
Normalizados de
Operacion para su
calificacion, considerando
que su uso es
altamente especifico
para determinadas
aplicaciones

e Suinstalacion
normalmente requiere la
asistencia de un experto
altamente calificado

e No hay ambiguedad
en los parametros para
calificarlos

e Su calificacion, en
muchas ocasiones,
abarca las cuatro etapas
mencionadas en el texto.

Microscopios opticos,
Agitadores magnéticos,

Mezcladores vortex,
entre otros

Balanzas,
Incubadoras,
Pipetas automaticas,

Refractometros

Espectrofotometros de
absorcion atomica

Calorimetros de barrido
diferencial

Densitometros
Cromatografos
Espectrometros

Espectrofotometros
(masas, Infrarrojo
cercano, Raman)

Espectrofotometros
(UV/visible, arreglo de
diodos)

Lectores de
microplacas

Analizadores
elementales
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Podemos partir para establecer una definicion de Adecuabilidad del
Sistema, de aquella referida en la FEUM, en su onceava edicion, como
verificacion delsistema, donde se menciona que “son pruebas utilizadas
para verificar que el sistema funciona correctamente, con base en los
criterios establecidos previamente™’, se menciona en este documento
que también se le conoce como buen o correcto funcionamiento del
sistema. Esta definicion no es tan clara como seria deseable, por lo
que una mas sencilla de entender es aquella donde se establece que
la Adecuabilidad del Sistema se refiere a las pruebas disefiadas
para evaluar al sistema analitico, con la finalidad de demostrar que
el desempeino de dicho sistema cumple con los estandares para
utilizarse en el Método Analitico, es decir, para conocer si el sistema
funciona apropiadamente para llevar a cabo mediciones confiables
con el mismo®.

Como se menciono anteriormente, la determinacion de la Adecuabilidad
del Sistema requiere la aplicacion de una serie de pruebas diversas, cuya
seleccion dependera, en un principio, de la naturaleza y complejidad
del sistema a utilizar. Por ejemplo, no se tendra que considerar el mismo
tipo de pruebas para un Método Analitico que permita cuantificar a un
principio activo cuando en dicho método se emplea como técnica
analitica la Espectrofotometria Ultravioleta, que cuando se utiliza como
técnica la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR), toda
vez que estaremos enfrentando dos tipos de sistemas diferentes, que
requieren la demostracion de su buen funcionamiento con indicadores
también diferentes.

Una forma muy adecuada de establecer las caracteristicas del sistema
analitico a probar durante la demostracion de la adecuabilidad del
mismo, consiste en recurrir principalmente a las descripciones de los
metodos generales de analisis en las diferentes farmacopeas, donde
se detallan de una manera confiable los parametros de instalacion,
operacion y desempefio de los diversos equipos e instrumentos
utilizados en las técnicas analiticas: Continuando con el ejemplo
mencionado en este mismo parrafo, para el método donde se utiliza
un espectrofotometro Ultravioleta (UV) como instrumento de medicion,
muy probablemente sea adecuado demostrar que las lecturas obtenidas
de una misma solucion en el instrumento no presentan una variabilidad
considerable, mientras que para la aplicacion de un meéetodo donde se
utiliza como técnica la CLAR con deteccion UV, se requerira determinar
no solamente que existe baja variabilidad entre inyecciones de la misma
muestra, sino tambiéen el comprobar que los tiempos de retencion de los
analitos no se modifican sustancialmente entre inyecciones, asegurando
conjuntamente la magnitud del coleo de los picos, la selectividad entre
los mismos, ademas de muchos otros parametros, que claramente estan
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especificados en los Capitulos de las farmacopeas donde se explica la
técnica de CLAR.

Ahora bien, a pesar de lo mencionado en el parrafo anterior, resulta
comun que, en diversas fuentes bibliograficas donde se establecen
requisitos o procedimientos para validar Métodos Analiticos® 8, se
proponga el desarrollo de dos pruebas que resultan relativamente
uniformes y de amplia aplicabilidad para demostrar la Adecuabilidad del
Sistema. Estas pruebas son la Precision del Sistema y la Linealidad del
Sistema.

La Precision del Sistema es el grado de concordancia relativa de
la respuesta analitica de soluciones de referencia de magnitud o
concentracion conocida’. Esta prueba consiste, de manera general, en
preparar por lo menos seis soluciones que representen la respuesta al
100% de su magnitud (cantidad o concentracion del analito en la muestra),
a partir de una sustancia de referencia, ya sea por pesadas independientes
o por dilucion, y medir su respuesta dentro de una misma corrida analitica.
Es claro, a partir de la descripcion de esta prueba, que lo que se busca
es verificar que la variabilidad inherente a la respuesta analitica por el uso
de equipos, instrumentos de medicion, el procedimiento de analisis, el
mismo analista, dentro de muchos otros factores, no sobrepase un valor
establecido a priori, de tal forma que el sistema no contribuya por si mismo
de manera significativa a las variaciones aleatorias en los resultados del
analisis. El resultado comunmente expresado para conocer la Precision
del Sistema, es el coeficiente de variacion (Ecuacion 2.3) de la respuesta
analitica, mismo que debera cumplir con un criterio determinado
establecido de antemano, como ya se menciono®.

Ecuacion 2.3
Donde:
CV = Coeficiente de Variacion.

Sy= Desviacion estandar de las observaciones.

y = Promedio de las observaciones.
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Por ejemplo, si para la determinacion de Precision del Sistema se cuenta
con los resultados mostrados en la Tabla 2.3, bastara calcular el coeficiente
de variacion respectivo (que en este caso es de 0.853%), y determinar si es
mayor o no al valor preestablecido (que, para fines del ejemplo, seria de
1.0%). En este ejemplo, dado el valor de CV calculado, el sistema analitico
€s preciso.

Tabla 2.3 Ejemplo de la determinacion de Precision
del Sistema para un metodo analitico por CLAR.

Numero de
Inyeccion

Area bajo la curva del pico del analito (mUA)

1 105678
2 106789
3 105344
4 106154
5 104158
6 106111
cv="5 x100=-291.7482_, 100 -0.853%

y 105705.667
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Lasegunda prueba general, denominada Linealidad del Sistema, consiste
en la verificacion de que la respuesta analitica y la concentracion
del analito (mismo que, normalmente, es la sustancia de referencia
en el desarrollo de esta prueba) se ajustan a un modelo matematico
(comunmente el modelo lineal), en un intervalo de concentraciones
pertinentes a la aplicacion analitica?. La prueba se realiza construyendo
una curva concentracion vs respuesta a partir de cinco diluciones (niveles
de concentracion) del analito preparados por triplicado, en el intervalo de
concentraciones esperado durante la aplicacion del método en muestras
reales. Una vez que se cuenta con los datos, se debe construir la curva
y estimar los parametros adecuados del modelo con base en métodos
estadisticos (minimos cuadrados, maxima verosimilitud, entre otros),
acompanando esta estimacion de criterios para definir la calidad de ajuste
almodelo (efecto del modelo, magnitud del coeficiente de determinacion,
o prueba estadistica de falta de ajuste). Es importante senalar, que el
manejo de datos para el ajuste a un modelo matematico por el método de
minimos cuadrados en la determinacion de Linealidad, se abordara con
detalle en el siguiente Capitulo de este libro (seccion 3.2.4), por lo que se
obviara aqui una descripcion mayor de los calculos involucrados en este
proceso.

Para finalizar este Capitulo, la calidad de los datos que han de obtenerse
durante las pruebas encaminadas a demostrar la Validacion del Método
Analitico, dependera en gran medida de una correcta calificacion de
equipos y de la determinacion de que el sistema funciona de manera
correcta.
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2.3 Resumen del Capitulo 2

e Antes de proceder a la Validacion del Método, se requiere cumplir
con dos requisitos que permitiran asegurar la calidad de los datos
que se obtengan durante la comprobacion de las caracteristicas
de desempeno analitico del método a validar, estos requisitos son:
la calificacion de equipos o instrumentos, y la demostracion de la
Adecuabilidad del Sistema analitico.

e Las mediciones se llevan a cabo utilizando instrumentos que se
definen como los medios técnicos con los cuales se efectuan las
mediciones y que comprenden las medidas materializadas y los
aparatos medidores.

e Las mediciones se definen en su magnitud por su incertidumbre, la
cual es un parametro que caracteriza la dispersion de los valores
que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurando.

e No debe confundirse el término de incertidumbre con el de error. EL
error es la diferencia entre un resultado individual de la mediciony el
valor real del mensurando.

e El error tiene dos componentes principales, el sistematico, que se
define como aquel que, en el transcurso de una serie de mediciones
del mismo analito, permanece constante (por ejemplo, la falta de
correccion contra un blanco para una medicion) o varia de una forma
predecible (por ejemplo, elcambio en elvalor de tiempo de retencion
en un cromatograma en funcion de la variacion de la temperatura
en un laboratorio). EL componente aleatorio, por otra parte, proviene
comunmente de variaciones impredecibles en las magnitudes que
se estan determinando,
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e La calificacion de los equipos e instrumentos analiticos es la
evidencia documentada de que dicho equipo o instrumento se
desempena de manera adecuada para su proposito determinado,
y de que se mantiene y calibra (si fuera el caso) también de forma
adecuada.

e La calificacion se establece en cuatro tiempos y niveles: de diseno,
de instalacion, de operacion y de desempeno.

e La calibracion es el conjunto de operaciones que tiene por finalidad
determinar los errores de un instrumento para medir y, de ser
necesario, otras caracteristicas metrologicas.

e La calibracion permite demostrar la trazabilidad de las mediciones,
que es la propiedad del resultado de una medicion o del valor de
un patron por medio de la cual éstos pueden ser relacionados,
con una incertidumbre determinada, a referencias establecidas,
generalmente patrones nacionales o internacionales, a traves de
una cadena ininterrumpida de comparaciones

e |a Adecuabilidad del Sistema se refiere a las pruebas disenadas
para evaluar al sistema analitico, con la finalidad de demostrar que
el desempeno de dicho sistema cumple con los estandares para
utilizarse en el metodo analitico, es decir, para conocer si el sistema
funciona apropiadamente para llevar a cabo mediciones confiables
con el mismo.

e La demostracion de la Adecuabilidad del Sistema requiere de
una serie de pruebas diversas, cuya seleccion dependera, en un
principio, de la naturaleza y complejidad del sistema a utilizar.
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Resulta comun que, en diversas fuentes bibliograficas donde
se establecen requisitos o procedimientos para validar Métodos
Analiticos, se proponga el desarrollo de dos pruebas que resultan
relativamente uniformes para demostrar la Adecuabilidad del
Sistema: la precision y la Linealidad del Sistema.

La Precision del Sistema es el grado de concordancia relativa de
la respuesta analitica de soluciones de referencia de magnitud o
concentracion conocida.

La Linealidad del Sistema, consiste en la verificacion de que la
respuesta analitica y la concentracion del analito se ajustan a un
modelo matematico, en un intervalo de concentraciones pertinentes
a la aplicacion analitica




Capitulo 2 Como asegurar la calidad de los datos

2.4 Bibliografia del Capitulo 2

1. Centro Nacional de Metrologia. Métodos Analiticos adecuados a su
proposito. Guia de laboratorio para la Validacion de métodos y temas
relacionados. Publicacion técnica CNM-MRD-PT-030. 22 edicion. Los
Cués, Querétaro, México: Centro Nacional de Metrologia; 2005.

2. Camara de Diputados del H. Congreso de la Union. Ley federal sobre
metrologia y normalizacion. Ciudad de México: Diario Oficial de la
Federacion; 2015.

3. Bell S. A Beginner's Guide to Uncertainty of Measurement.
Measurement Good Practice Guide No. 11 (Issue 2). Teddington,
Middlesex, United Kingdom: Centre for Basic, Thermal and Length
Metrology, National Physical Laboratory; 2001.

4. BIPM, [EC, IFCC, ILAC, IUPAC, IUPAP, ISO, OIML. International
vocabulary of metrology—Basic and general concepts and associated
terms (VIM). 3rd edn. Pavillon de Breteuille, Sévres, France: Bureau
International des Poides et Measures; 2008.

5. Ellison S, Williams A. Quantifying Uncertainty in Analytical
Measurement. EURACHEM/CITAC Guide Number 4. 3rd edition.
Teddington, United Kingdom: Eurachem/CITAC; 2012.

6. Gonzalez A, Herrador M. A practical guide to analytical method
validation, including measurement uncertainty and accuracy profiles.
Trends Anal Chem. 2007; 26(3): 227-38.

7. Weitzel M. The estimation and use of measurement uncertainty for
a drug substance test procedure validated according to <USP 1225>.
Accred Qual Assur 2012; 17:139-146.

8. Hauck WW, Koch W, Abernethy D, Williams RL. Making sense of
trueness, precision, accuracy, and uncertainty. Pharmacopeial Forum.
2008 May;34(3):838-842.

9. Ermer J, Miller J. Method validation in pharmaceutical analysis, a
guide to best practice. New York: Wiley; 2005,

10. Watson D, Edrada-Ebel R. Pharmaceutical analysis. A textbook
for Pharmacy students and pharmaceutical chemists. 3 edition.
Edinburgh, Ireland: Churchill Livingstone Elsevier; 2012.

11. McPolin O. Validation of analytical methods for pharmaceutical
analysis. Warrenport, Northern Ireland, United Kingdom: Mourne
training services; 2009.

12. ICH Expert Working Group. Good manufacturing practices for
pharmaceutical ingredients Q7 [Internetl. International Conference
on Harmonisation of technical requirements for registration of
pharmaceuticals for human use; 2000 [citado 2016 Jun 28l. 13 p.



Introduccion a la validacion de Métodos Analiticos

para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Disponible en: http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_
Products/Guidelines/Quality/Q7/Step4/Q7_Guideline.pdf.

Basal S, Layloff T, Bush E, Hamilton M, Hankinson E, Landy J, Lowes
S, Nasr M, saint Jcan 1, shah V. Quatincation of analytical instruments
for use in the pharmaceutical industry: a scientific approach. AAPS
Pharm Sci Tech. 2004; 5(1):151-8.

US. Department of Health and Human Services. Center for Drug
Evaluation and Research. Center for Biologics Evaluation and
Research. Guidance for Industry: Analytical procedures and methods
validation for drugs and biologics. Silver Spring, Maryland, USA;
CDER; 2015.

Chan C, Lee Y, Lam H, Zhang X. Analytical method validation and
instrument performance verification. New York: Wiley; 2004.

ICH Expert Working Group. Validation of analytical methods. Text
and methodology Q2(R1) linternetl. International Conference
on Harmonisation of technical requirements for registration of
pharmaceuticals for human use; 2005 [citado 2016 Jun 28l 13 p.
Disponible en: http:/www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_
Products/Guidelines/Quality/Q2_R1/Step4/Q2_R1__Guideline.pdf.

Comision Permanente de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. 11a
edicion. México D.F: Secretaria de Salud; 2015.

Comision de Validacion de Métodos Analiticos. Metodos Analiticos.
Guia de Validacion. Ciudad de Meéxico: Colegio Nacional de Quimicos
Farmaceuticos Biologos México; 2002.

Nethercote P, Ermer J. Quality by Design for Analytical Methods:
Implications for Method Validation and Transfer. Pharm Tech. 2012;
36(10).74-79.




Capitulo 3

Caracteristicas
de desempeno
analitico
demostrables
durante la
Validacion del
Metodo






CGapitulo 3 Caracteristicas de desempefio analitico demostrables

na vez que se han establecido definiciones con respecto a la

terminologia general utilizada en la Validacion de Métodos

Analiticos, asi como una serie de precisiones necesarias antes

del inicio de los procesos necesarios que permitan demostrar

que el método de analisis cumple con el proposito para el que
fue creado, se procedera en este tercer Capitulo a abundar con respecto a
las caracteristicas de desempeno analitico que pueden ser demostradas
(dependiendo de la naturaleza del mismo método) durante su Validacion,
mismas que ya se han definido en el Capitulo 1 de esta obra.

En todos los casos, se establecera una definicion de la caracteristica a
demostrar, una explicacion de la necesidad de dicha demostracion, la
forma en que puede llevarse a cabo, la logica en el calculo (si se requiere)
para llegar a un resultado, y la interpretacion de dicho resultado.

2.1 Especificidad del método analitico

2.1.1 ;Qué es la Especificidad de un
Metodo Analitico?

De manera general los métodos de analisis, desde nuestra perspectiva,
involucran cuatro grandes etapas durante su realizacion. Dichas etapas
son:

1) Pesada de la muestra que contiene al analito.

2) Proceso de separacion del analito a partir de la muestra.

3) Proceso de medicidon del analito.

4) Reporte del resultado de la medicion del analito en la muestra.

Es deseable, independientemente de que el proceso de separacion
del analito de los demas componentes de la muestra exista y de que,
en caso de existir, tenga o no un grado de complejidad elevado, que
la respuesta analitica obtenida durante el proceso de medicion sea
derivada unicamente del analito de interés y que no se vea influida (de
manera positiva o negativa) por otras sustancias presentes en la muestra.
En este sentido, es que una caracteristica de desempeno indispensable
en el proceso de Validacion de cualquier Método Analitico (y, a nuestro
juicio, la primera que debe de demostrarse siempre) es la determinacion
de su Especificidad. En el Capitulo 1, se definié a la Especificidad como
la capacidad del Método Analitico para asegurar la presencia del
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analito en la muestra de manera inequivoca, aun cuando existan otros
componentes (productos de degradacion, intermedios de reaccion,
componentes de la matriz, entre otros) que pudieran estar presentes
en la muestra (los cuales, potencialmente, pudieran interferir con su
analisis). Esta definicion, es compatible con las establecidas en diferentes
referenciass, aunque presenta una particularidad, ya que en el contexto
de la Validacion de Metodos Analiticos en areas diferentes a las Ciencias
Farmaceéuticas, el término Especificidad tiende a ser sustituido por el
concepto de selectividad, cuya definicion puede aproximarse al grado
en que la respuesta de un método de analisis proviene unicamente
del analito de interés? 5. Como puede observarse, de la definicion de
selectividad desaparece el término “de manera inequivoca”, y se habla
de una gradualidad en la magnitud del resultado con respecto a la
magnitud real del mensurando en la muestra; dicho de otra forma, la
Especificidad estaria relacionada con una selectividad “total” misma que,
siendo realistas, seria muy dificil en la practica de asegurar.

Esimportante hacer notar, que en la FEUM® se brindan ambas definiciones,
y se menciona la determinacion de Especificidad y selectividad como
si fueran parametros separados, estableciendo su diferencia con base
en que la selectividad estaria derivada de si la medicion del analito
pudiera presentar en sus resultados influencias derivadas de condiciones
ambientales (productos de degradacion, intermedios de reaccion, o
artefactos en la muestra) , mientras que para el término Especificidad
no se esclarece una definicion. Para evitar confusiones, en este texto se
mantendra el término mas comun reportado en la literatura relacionada
con el analisis farmaceutico, sin dejar de lado en algunos aspectos la
gradualidad del resultado analitico que seria mejor establecida ocupando
el término de selectividad.

3.1.2 ;Por qué demostrar la Especificidad
de un Método Analitico?

Todo método de analisis, independientemente del proceso mediante el
cual se llegue a la determinacion de la presencia, de la concentracion, o
de ambas para el analito en la muestra, es susceptible de verse afectado
en sus resultados. Existen técnicas de analisis que no son especificas para
un analito en particular, (como, por ejemplo, la volumetria en cualquiera
de sus variantes), asi como se tiene muestras en las que, aunque parezca
que analito se encuentra en estado “puro”, no es posible asegurar que las
condiciones ambientales no modifiquen el grado de “pureza” del analito
durante la vida util de la muestra. Para que una medicion estuviera en
realidad libre de toda posible interferencia derivada de componentes
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presentes en la muestra, deberian cumplirse como condiciones el que la
técnica de medicion determinara unica y exclusivamente a esa sustancia
de interés en las condiciones del analisis, y que el resultado del proceso
de separacion del analito a partir de la muestra (purificacion previa a
la medicion) diera como resultado una solucion del analito en estado
puro; como puede suponerse, ambas condiciones son practicamente
imposibles de cumplir. Por lo anterior, es que debe de llevarse a cabo una
investigacion con respecto a la formay el grado en que el método permite
discriminar la respuesta obtenida a partir del compuesto de interés de
aquella(s) que procedan de otra(s) fuente(s) diferente(s) presente(s) en la
muestra (o, si nos apegamos un poco a lo establecido en la FEUM, aun de
aquellas derivadas del tratamiento de la misma para llegar a la medicion).

3.1.3 ;Para qué tipo de métodos es
necesario demostrar la Especificidad?

Como podra esperarse, no existe un tipo de método (cuali o cuantitativo)
para el que no se deba demostrar la Especificidad. La ubicuidad de este
parametro en las guias de Validacion de Métodos Analiticos, se explica por
si sola, toda vez que siempre es indispensable asegurar que la respuesta
analitica se debe al compuesto de interés (y de ser posible, asegurar que
se debe Unicamente al compuesto de interes).

Para los autores de este texto, resultaimportante reiterar larecomendacion
de que la determinacion de Especificidad sea la primera durante la
Validacion de un método de analisis, toda vez que si esto no es posible
de asegurar, no existe certeza con respecto a la demostracion de otras
caracteristicas de desempeno derivadas de un proceso de Validacion del
metodo de analisis.

3.1.3 ;Como se determina la Especificidad
de un Método Analitico?

Salvo en la FEUM, donde no se establece de manera precisa la forma
de determinar la Especificidad, en diferentes fuentes de informacion se
mencionan, de manera amplia, diversos requerimientos a cubrir para
demostrar la Especificidad. Estos requerimientos se aplican comunmente
en funcion del tipo de método a validar. Con la finalidad de hacer mas
clara su explicacion, se ordenaran en este texto tambien de esa forma.
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3.1.4.1 Demostracion de Especificidad
para ensayos de identidad

Un ensayo de identidad sera util para su proposito en la medida en que
permita discernir entre compuestos que pudieran estar presentes en la
muestray que presenten una similitud estructuralimportante con respecto
al analito de interés. De manera comun, se utilizan técnicas tales como la
Espectrofotometria de Infrarrojo (IR), la Calorimetria de Barrido Diferencial
(CDB), la Difraccion de Rayos X (DRX), la Espectrofotometria Ultravioleta
(UV)y los tiempos de retencion obtenidos en la Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion (CLAR) como ensayos de identidad, sin descartar a
muchos otros’. En ese orden de ideas, la habilidad de discriminacion del
método se podra demostrar cuando:

a) Seobtenganresultados positivos a partir de muestras que contienen
al analito como, por ejemplo:

i. En el ensayo de identidad “espectro de Infrarrojo’, se obtendra el
espectro correspondiente a la sustancia de referencia, y otro para
una muestra real, y ambos seran superponibles (Figura 3.1, Ay B8).

ii. En CLAR, se obtenga el mismo tiempo de retencion para el analito
que para la sustancia de referencia (Figura 3.2 Ay B).

b) Se obtengan resultados negativos para muestras que no contienen
al analito, por ejemplo:

i. Cuando en el ensayo de identidad no se obtenga un espectro
de Infrarrojo al llevar a cabo el analisis de una muestra que no
contenga al analito; como prueba adicional, puede obtenerse el
espectro de Infrarrojo de sustancias estructuralmente relacionadas
con el analito, que pudieran estar presentes en la muestra, y no se
obtendria una sefnal superponible con aquella de la sustancia de
referencia del analito de interés (Figura 3.1, D). En este ultimo caso,
la seleccion de las sustancias estructuralmente relacionadas se
llevara a cabo dependiendo, sobre todo, de la experiencia de quien
esta llevando a cabo la Validacion, y del fundamento razonable de
utilizar dicha sustancia.
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Figura 3.1 Region de los
espectros de Infrarrojo de
la sustancia de referencia

glibenclamida (A), dos muestras
que la contienen By C)y su
producto de degradacion (D).

ii. Cuando en CLAR no haya senal visible al inyectar un extracto de la
matriz de la muestra. Adicionalmente, cuando se obtengan tiempos
de retencion diferentes para el analisis cromatografico de muestras
a las que se hayan adicionado sustancias que presenten similitud
estructural con el analito de interés (por ejemplo, lo mostrado en la
Figura 3.2 D9).
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Figura 3.2 Cromatogramas de sustancia de referencia
glibenclamida (A), muestra de glibenclamida (B),
glibenclamida sometida a luz blanca (C) y glibenclamida
sometida a pirdlisis a 200 “C (D).

3.1.4.2 Demostracion de Especificidad
para pruebas de impurezas

Tanto las materias primas como los medicamentos pueden contener
una gran cantidad de impurezas de diferentes tipos, dentro de los que
es comun encontrar intermedios de reaccion, reactivos de sintesis,
productos de degradacion, catalizadores, metales residuales, adyuvantes
de filtracion, disolventes, impurezas enantiomeéricas, entre otros. En la
demostracion de Especificidad de un Método Analitico cualitativo para
la determinacion de impurezas, puede seguirse la misma logica que en
el caso de los ensayos de identidad, es decir, el Método Analitico sera
especifico en la medida en que:

a) Seobtenganresultados positivos a partir de muestras que contienen
a la impureza, por ejemplo, tiempos de retencion diferentes para el
compuesto original y para su producto de degradacion utilizando
CLAR. En este caso, si ambos compuestos constituyen el “par critico”
delcromatograma, es indispensable demostrar que la resolucion entre
ambos picos es cuantitativamente adecuada (Figura 3.3)°.
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b) Se obtenganresultados negativos para muestras que no contienena
laimpureza. Adicionalmente, se podra probar la inexistencia de la senal
analitica cuando se adicionen a la muestra cantidades conocidas de
sustancias estructuralmente relacionadas a la impureza, por ejemplo,
tiempos de retencion diferentes para el compuesto original, para el
producto de degradacion del que se esta analizando su presencia en
la muestra, y para otros productos de degradacion.

A

1
2

10 T RI [min]
0 02 04 05 08 1 12 14 15 18 2 22 24 25 28 3 32 34 35 38 4 42 44 45 48 S

Figura 3.3 Cromatograma del ibuprofeno (B) y su producto
de degradacion en medio alcalino (A), constituyen el par
critico en la separacion cromatografica®.

En los casos en los que no se cuenta con las impurezas, no se conocen,
o no estan disponibles, es posible someter muestras a condiciones de
estrés relevantes (tales como luz, humedad, hidrolisis, oxidacion, entre
otras) y comparar los perfiles de impurezas de las muestras sometidas a
estas condiciones con respecto a las muestras originales. Otra posible
oportunidad para demostrar la Especificidad del método, es aquella en
la cualelmétodo cromatografico permite la determinacion de la “pureza
del pico” (detectores de arreglo de fotodiodos- DAD- y espectrometros
de masas- EM), en la que se puede demostrar que una determinada senal
se debe Unica y exclusivamente a un componente.
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3.1.4.3 Demostracion de la Especificidad
en metodos para valoracion

En los casos en los que se utilicen métodos que involucran una técnica
de separacion, tal como la Cromatografia de Gases (CG), Electroforesis
Capilar (EC) o CLAR, la primera forma y mas sencilla de demostrar la
Especificidad es mediante la comprobacion de la separacion completa
entre todas las sefiales analiticas obtenidas (analito e impurezas
presentes en la muestra), cobrando de nuevo especial relevancia
la determinacion del valor para la resolucion entre picos y, de ser
necesario, demostrando la pureza del pico?.

En el caso de que el Método Analitico no involucre una técnica de
separacion que permita la demostracion de la separacion entre sefales
analiticas, es posible seguir dos estrategias:

a) Si se conocen y se cuenta con las impurezas o productos que
potencialmente interfirieran en los resultados cuantitativos, es
necesario cuantificar al analito en muestras originales utilizando
el Método Analitico a validar y, por otra parte, a dichas muestras,
adicionar cantidades conocidas de las impurezas o interferencias
y analizar también en estas el contenido del analito aplicando el
método correspondiente (muestras adicionadas). Resulta logico
pensar que, si las impurezas no interfieren en el Método Analitico, los
resultados analiticos obtenidos deberan ser los mismos. En este orden
de ideas, hemos propuesto durante anos, la posible comprobacion de
la no afectacion de los resultados analiticos partiendo de la siguiente
hipotesis:

H: Los resultados analiticos promedio obtenidos de las muestras
adicionadas no difieren de aquellos obtenidos con muestras originales.

H: Los resultados analiticos promedio obtenidos de las muestras
adicionadas difleren de aquellos obtenidos con las muestras
originales.
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Si se cumple la hipotesis nula, entonces se puede expresar en los
siguientes términos:

Hi:p,=p, .. 4-H,=0

H:u#u, . h-H#0

Donde:

u, = Promedio de la poblacion de resultados de muestras adicionadas con
impurezas.

U, = Promedio de la poblacién de los resultados de muestras originales.

Si se expresan las hipotesis en esos téerminos, se puede demostrar la
Especificidad llevando a cabo una inferencia para la diferencia de medias,
con el uso del estadigrafo t de Student, aplicando la ecuacion 3.1

- Ia=Yo—0y

1 1
e

¥,= Promedio de los resultados de muestras adicionadas con impurezas.

Ecuacion 3.1

Donde:

¥, = Promedio de los resultados de muestras originales.
A= Valor de la hipotesis nula,que en este caso esde 0.
S, = Desviacion estandar ponderada de las muestras.

n,=Numero de observaciones para las muestras adicionadas con
impurezas.

n,=Numero de observaciones para las muestras originales (sin anadir
impurezas).
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El calculo de la desviacion estandar ponderada se lleva a cabo partiendo
del supuesto de que las varianzas son desconocidas, pero iguales,
utilizando para ello la ecuacion 3.2.

((ny — 1)5,2) + ((ng — 1)55)

nyg+ng—2

Ecuacion 3.2

Donde:
S, = Desviacion estandar ponderada de las muestras.
n,=Numero de observaciones para las muestras adicionadas con impurezas.

n,=Numero de observaciones para las muestras originales (sin anadir impu-
rezas).

S2 = Varianza de los resultados de las muestras adicionadas con impurezas.

SZ2=Varianza de los resultados de las muestras originales (sin anadirimpurezas).

Una vez que se obtiene el valor de t calculada para la diferencia de las
medias, se contrasta con la t de tablas, comunmente con un valor de
de 0.05, con (n, + n_ - 2) grados de libertad, y si el valor se situa dentro
de la zona de no rechazo, se dice que el método es especifico. Para
ejemplificar esta demostracion, se propone analizar los resultados de
la Tabla 3.1, relativos a la determinacion de Especificidad de un método
espectrofotomeétrico para la valoracion de un farmaco. En este ejemplo,
se adicionaron a las muestras conteniendo el analito de interés cantidades
conocidas de la impureza del compuesto, que es su producto de hidrolisis

Yy SU precursor.
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Tabla 3.1 Resultados de la determinacion de
Especificidad de un metodo espectrofotomeétrico
para la valoracion de un farmaco.

Absorbancias de la muestra del HEREREEIERS Gl B TLERID G

farmaco

farmaco adicionada con un 2%
de impureza

0.507 0.523

0.509 0.522

0.514 0.517

0.501 0.508

0.521 0.507

0.523 0.506

y,= 05125 ¥,= 05138
n,=6 n,=6

§2= 0.0000719 $2=0.0000605
tcalculada = _0'2837

Intervalo de no rechazo de la hipotesis nula:

(_tu/z, 10 - tl-a/z, 10)
(-2.228 — 2.228)

Como se pudo apreciar en la Tabla 3.1, al encontrarse el valorde t__ ...
dentro delintervalo de no rechazo de la hipotesis nula, se concluye que el
método es especifico.
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b) Si no se conocen o no se cuenta con las impurezas o productos
que potencialmente interfirieran en los resultados cuantitativos,
la Especificidad debera demostrarse comparando los resultados
de muestras que contienen las impurezas con un segundo Método
Analitico ya caracterizado (establecido en la farmacopea o ya
validado). Deben incluirse las comparaciones para muestras a las que
se haya cometido a condiciones de estres (temperatura, humedad, luz,
hidrolisis, oxidacion). La comparacion de la equivalencia de resultados
analiticos puede llevarse a cabo utilizando diferentes modelos, entre
ellos podemos encontrar la prueba bilateral de Schuirmann, que
proporciona datos mas solidos para la determinacion de equivalencia
de resultados®. La equivalencia se conoce a partir de la construccion
de un intervalo de confianza, donde se compara la media de un
metodo de referencia (R) contra la media de un método de prueba (P),
con intervalos superior (g ) e inferior (g ) preestablecidos. La idea es
que la diferencia (D) entre los promedios de los resultados de ambos
metodos, este incluida entre los limites preestablecidos®.

En esta prueba se asume que ambos grupos de valores normalmente
distribuidos tienen la misma varianza. El calculo de los estadisticos
necesarios para el establecimiento del intervalo de confianza requiere de
las ecuaciones 3.3y 3.4:

Or —Yp) — &L
1
T 1
ng np Ecuacion 3.3

TL =

Sp

Donde:
TL = Valor de t de student para el limite inferior del intervalo de confianza.

V.= Promedio de los resultados analiticos obtenidos con el metodod de
referencia.

¥,= Promedio de los resultados analiticos obtenidos con el método de prueba.
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g, = Limite inferior delintervalo de aceptacion para la diferencia entre promedios.
S, = Desviacion estandar ponderada de los resultados analiticos obtenidos.

n,=numero de observaciones para los resultados analiticos obtenidos con el
metodo de referencia.

n,=numero de observaciones para los resultados analiticos obtenidos con el
metodo de prueba.

Ur —Vp) — €&
1.1
LU Ecuacion 3.4

TU =

Sp

Donde:
TU = Valor de t de student para el limite superior del intervalo de confianza.

¥ = Promedio de los resultados analiticos obtenidos con el método de
referencia.

¥,= Promedio de los resultados analiticos obtenidos con elmétodo de prueba.

g, = Limite superior del intervalo de aceptacion para la diferencia entre
promedios.

Sp = Desviacion estandar ponderada de los resultados analiticos obtenidos.

n,=numero de observaciones para los resultados analiticos obtenidos con el
meétodo de referencia.

n,=numero de observaciones para los resultados analiticos obtenidos con el
metodo de prueba.

La desviacion estandar ponderada se calcula aplicando la ecuacion
3.2. Si los valores calculados para TL y TU estan fuera de los intervalos
de t de tablas calculados con ng+n,-2 grados de libertad, se rechaza la
hipoétesis nula de equivalencia de los resultados analiticos y, por lo tanto,
de Especificidad. El calculo, como pudo observarse, es muy similar al
presentado con los resultados de la Tabla 3.1, por lo que no se considera
indispensable en este texto realizarlo de nueva cuenta.
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3.2 Linealidad del Método Analitico

3.2.1 ;Qué es la Linealidad de un
Método Analitico?

La Linealidad de un Método Analitico se define como la capacidad
del método de analisis para brindar resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion (cantidad) del analito en la muestra*
4. La FEUM incorpora en esta definicion que los resultados deben ser
carentes de sesgo (es decir, incorpora de inicio la necesidad de que en
dichos resultados el error aleatorio sea despreciable)®, lo que es una
consideracion de suma importancia toda vez que, como se vera mas
adelante, el incorporar en la definicion la necesidad de que el sesgo sea
despreciable en la medicion, sirve para delimitar la forma de demostrar el
cumplimiento de esta caracteristica de desempeno del método.

Es importante hacer notar que el involucrar en el concepto de Linealidad
la existencia de una relacion directamente proporcional entre la
concentracion y la respuesta analitica tiende a ser confuso cuando se
habla de técnicas analiticas tales como los inmunoanalisis o los métodos
de valoracion por retroceso, donde la respuesta no es directamente
proporcional o disminuye conforme se incrementa la concentracion del
analito. Sin embargo, toda vez que en la mayoria de los Métodos Analiticos
la respuesta se incrementa en funcion de la concentracion del analito,
el término de proporcionalidad directa es aceptable y el concepto de
Linealidad valido.

3.2.2 ;Por qué demostrar la Linealidad
de un Metodo Analitico?

La generacion de resultados cuantitativos a partir de un Método
Analitico requiere un modelo matematico que permita, en un
determinado intervalo de valores de concentracion o de cantidad del
analito presente en la muestra, demostrar que la relacion entre dicha
concentraciony larespuesta es proporcional es decir, por ejemplo, que
al incrementar la concentracion del analito en la muestra, la respuesta
se incrementa o, dicho de otra forma, que la variacion de la respuesta en
funcion de la concentracion sigue una tendencia predecible mediante
un modelo matematico (sea este cual fuere). La carencia de una clara
tendencia en la relacion concentracion vs respuesta en el méetodo
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involucraria aleatoriedad en las determinaciones realizadas, haciendo
al método carente de certeza en las mediciones obtenidas a partir del
mismo.

3.2.3 ;Para qué tipo de métodos se lleva a
cabo la demostracion de Linealidad?

La demostracion de Linealidad se lleva a cabo, ldgicamente, para los
métodos de analisis de tipo cuantitativo. Esta demostracion debe ser
realizada en el intervalo de concentraciones en el que se considera
probable obtener un valor para la medicion (misma que debera ser
exacta, precisay, por supuesto, lineal). Ese intervalo de concentraciones
se conoce como intervalo de trabajo. Los intervalos de trabajo se pueden
definir a partir del proposito (uso) que se le dara almétodo, de conformidad
con lo mencionado en la Tabla 3.2.

3.2.4 ;Como se determina la Linealidad
de un Método Analitico?

De manera general, la determinacion de la Linealidad del Método
Analitico requiere la demostracion de una relacion lineal entre
una variable dependiente (que puede ser la respuesta analitica
o la concentraciéon recuperada) y una variable independiente (la
concentracion del analito) en el intervalo de trabajo. Puede realizarse:

® Para el farmaco: Aplicando el Método Analitico a diluciones de una
solucion stock del mismo.

® Para el medicamento: Aplicando el Método Analitico a pesadas
independientes o diluciones de mezclas sintéticas de los
componentes del medicamento.
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Tabla 3.2 Intervalos de trabajo recomendados
en métodos analiticos de rutina®4®,

Uso del Limite Limite
Método Inferior superior

Observaciones

80% del valor 120% del Para materias primas o

VelomEin objetivo valor objetivo medicamentos
Puede considerarse
otro intervalo
Uniformidad  70% del valor 130% del en funcion de la
de contenido objetivo valor objetivo naturaleza del
medicamento (por
ejemplo, inhaladores)
+ 20% del + 20% del En funcion del valor
Prueba de esperado para la
. - rango rango . .
disolucion . . cantidad disuelta en el
especificado  especificado . .
tiempo establecido.
De acuerdo con las
. 120% del gwas de la ICH, el
: . Nivel de . nivel de reporte de
Cuantificacion nivel de . .
: reporte para las impurezas esta en
de impurezas . reporte para " :
la impureza funcion de la dosis

la impureza . . .
P maxima del farmaco

diaria?3
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La manera mas comun de demostrar que existe una relacion lineal
entre una variable dependientey la variable independiente involucra el
analisis de los datos por el método de regresion por minimos cuadrados.
En este sentido, han de tenerse en cuenta, durante la etapa de la obtencion
experimental de datos para demostrar la Linealidad, los supuestos que
involucra esta técnica, los cuales recordamos a continuacion® 145;

a) Losvalores que toma la variable independiente (x) son fijos. Los valores
de x son seleccionados previamente por quien realiza la Validacion,
de conformidad con la demostracion de Linealidad en el intervalo de
trabajo.

b) La variable x se mide sin error. En este sentido, no se llevan a cabo
correcciones por variaciones en aforos o pesadas.

c) Existe una serie de valores x para los que se demostrara si existe
una relacion lineal con respecto a la variable y. En este sentido, es
importante mencionar que, mientras que la FEUM es la unica referencia
de las revisadas para este trabajo en la que se menciona que al
menos debe haber tres niveles de concentracion en la determinacion
de Linealidad, en todas las demas consultadas se establece como
un minimo la determinacion en cinco niveles de concentracion. La
logica del minimo de cinco niveles de concentracion, radica en que
es mas facil demostrar una tendencia hacia un determinado modelo
de regresion en la medida en la que se cuenta con mayor numero de
observaciones cerca del valor objetivo.

d) Paracadavalordex, existe unapoblaciondevaloresy que corresponden
a la variable dependiente (respuesta analitica o concentracion
recuperada). Esto involucra que en cada nivel de concentracion
incluido en el intervalo para la demostracion de Linealidad se lleva a
cabo la medicion por triplicado (en funcion de la necesidad de que el
valor de n en la ecuacion 3.5 sea mayor de 1), y que la distribucion de
los valores de y para cada valor de x sigue una distribucion normal.




Introduccion a la validacion de Métodos Analiticos

para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

- nn-1)

S

Ecuacion 3.5

Donde:

2= Varianza de la muestra.
n = Numero de observaciones en la subpoblacion de valores y.
y,= Valor para cada observacion.

y? = Cuadrado de cada valor de'y.

e) Las varianzas para las diferentes subpoblaciones de valores y son
iguales (es decir, existe homocedasticidad en la regresion). Lo anterior,
involucra la necesidad de que la determinacion de Linealidad se lleve
a cabo en un intervalo de trabajo que involucre como maximo dos
ordenes de magnitud (como pudo observarse en la Tabla 3.2), toda vez
que de no ocurrir esto la variacion de los datos en los diferentes niveles
de magnitud no sera la misma, haciendo que el método de minimos
cuadrados no brinde la mejor curva de ajuste para los datoss. Es posible
evitar esta situacion al ponderar la variable de respuesta cuando se
involucra en la determinacion de Linealidad en diferentes ordenes de
magnitud; las opciones de ponderacion comunes involucran el uso de
valores reciprocos de varianza o de desviacion estandar.

f) Todas las medias de las subpoblaciones de y se encuentran sobre la
misma linea recta. A esto se le conoce como suposicion de Linealidad,
que es posible representar de acuerdo con la ecuacion 3.6:

Hylx = @ + ﬁx Ecuacion 3.6

Donde:
M= Media de la subpoblacion de valores y para un valor especifico de x.

a y B = Coeficientes de regresion de la poblacion. En 8 estan todas las medias.
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g) Losvaloresy son estadisticamente independientes, lo que sugiere que,
alextraer una muestra, seria de suponer que los valores de y obtenidos
para un valor de x de ninguna manera dependen de los valores de y
elegidos para otro valor de x. Experimentalmente implica la obtencion
de datos de Linealidad a partir de pesadas independientes de la
muestra en diferentes niveles de concentracion.

Para explicar de una manera mas sencilla los procedimientos de analisis
de los resultados para la demostracion de Linealidad, se trabajara con
el ejemplo de un metodo para la valoracion de un principio activo por
Espectrofotometria UV, del cual se obtuvieron los datos presentados en
la Tabla 3.3 se muestran tanto la respuesta obtenida a cada concentracion
como la concentracion recuperada, obtenida a partir de la aplicacion del
modelo linealy= a + bx.

Demanerainicial,debenobtenerse entoncesdatos que permitandemostrar
la relacidon respuesta vs concentracion o concentracion recuperada vs
concentracion adicionada, como se menciond anteriormente. EL primer
analisis de datos a realizar sera la inspeccion visual del diagrama de
dispersion de los valores de y (o una transformaciéon de y como se
menciono anteriormente) contra los valores de x. Si existiera una relacion
lineal (Figura 3.4), entonces deberan evaluarse los datos a la luz de un
modelo estadistico adecuado, como lo seria en este caso el analisis de
regresion lineal por minimos cuadrados.

Deben obtenerse, como minimo, los valores de la pendiente (b, Ecuacion
3.7), ordenada al origen (a, Ecuacion 3.8), coeficiente de correlacion (r,
Ecuacion 3.9). La forma de calcular cada uno de estos parametros, se
muestra a continuacion:

. nyxy—QxQy)

2 2
nyx?—(Yx) Ecuacion 3.7

o Xy—bXx
n Ecuacion 3.8
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nyx—-QCx)Xy)

nyx%— (Xx)? [nYyk — (Xy)?

Ecuacion 3.9

Donde:

b = Valor calculado para la pendiente de la curvay = a+bx.

n = Numero de pares de datos utilizados en la regresion.

2xy = Sumatoria del producto de cada valor de x por su respectivo valor de'y.
>x = Sumatoria de los valores de x.

2y = Sumatoria dde los valores de'y.

2Xx? = Sumatoria de los cuadrados de los valores de x.

a = Valor calculado para la ordenada al origen.

2xy = Sumatoria del producto de cada valor de x por su respectivo valor de y.
r = coeficiente de correlacion.

2?2 = Sumatoria de los cuadrados de los valores de y.

Para el caso de la pendiente, lo deseable es que:

a) Sea diferente de cero, cuando se analiza la regresion respuesta vs
concentracion,

H.: La pendiente de la curva respuesta vs concentracion es igual a cero.

H_: La pendiente de la curva respuesta vs concentracion es diferente de cero.

La hipotesis nula se puede expresar en los siguientes términos:
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Tabla 3.3 Resultados de la determinacion de
Linealidad de un método para la valoracion de un
principio activo por Espectrofotometria UV.

> Concentracion
Concentracion Respuesta
recuperada

80 0.405 79.950
80 0.408 80.512
80 0.412 81.260
90 0.456 89.495
90 0.463 90.805
90 0.453 88.933
100 0.507 99.039
100 0.508 99.226
100 0.510 99.601
110 0.562 109.333
110 0.564 109.707
110 0.569 110.643
120 0.613 118.877
120 0.624 120.936
120 0.628 121.684
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b) No sea diferente de 1, cuando se analiza la regresion concentracion
recuperada vs concentracion adicionada.

H,. La pendiente de la curva concentracion adicionada vs concentracion
recuperada es igual a 1.

H_ La pendiente de la curva concentracion adicionada vs concentracion
recuperada es diferente de 1.

La hipotesis nula se puede expresar en los siguientes términos:

0.7

X2

<

&

<o

L2

0.4

90 100 10 120 130

10

Figura 3.4 Diagrama de dispersion de
los resultados de la Tabla 3.2.

Una forma de llevar a cabo la comprobacion estadistica de cualquiera
de estas hipotesis, es mediante la aplicacion del estadigrafo t de Student
para el parametro , que es la pendiente de la regresion lineal (Ecuacion
3.10);
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Ecuacion 3.10

Donde:

t = Valor de la t de student calculada para el estadigrafo.
b = Pendiente calculada para la regresion y vs x.

B, = Valor de la hipétesis nula para la pendiente.

S, = Desviacion estandar para el calculo de la pendiente, se obtiene a partir
de la Ecuacion 3.11.

Ecuacion 3.11

—1
2T (52— b2s?)

:n—2

Ecuacion 3.12

Donde:

S;,, = Varianza de la regresion.

n = Numero de pares de observaciones.

S; = Varianza de los valores dey.

S2=Varianza de los valores de x.

b = Pendiente calculada para la regresion y vs x.

X = Promedio de los valores de x.

Retomando el ejemplo, con los datos de la Tabla 3.3, se pueden obtener
los valores de regresion por minimos cuadrados mostrados en la Tabla 3.4
para la curva respuesta vs concentracion:
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Tabla 3.4 Resultados obtenidos de la regresion respuesta vs
concentracion con los datos de la Tabla 3.3.

Pendiente b =0.00534
Ordenada al origen a=-0.022
Coeficiente de correlacion r=0.9961
Numero de observaciones n=15
Varianza de los valores de y S; = 0.00614
Varianza de los valores de x 52=214.2857
Promedio de los valores de x X =100
Sumatoria de los valores de x 2 Xj=1500

izr)r(]atorla al cuadrado de los valores (Ex;) - 2250000
Sumatoria de los valores de x al

A
cuadrado X Xj= 153000
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Con los resultados de la Tabla 3.4, se puede calcular:

15-1
= H(O 00614 — (0005342x212 2857) = 2 5238%10°°

o 2528X10°
2250000 =

15

Sy = \/;g ~91721x10°°

b, 000534 -0

SR T T 582561
S,  91721x10 °

=

Una vez determinado el valor correspondiente para t, puede obtenerse el
valor de t de tablas para n-2 grados de libertad, normalmente con un valor
de a=0.05, y a partir de la construccion de la region de no rechazo de la
hipotesis nula y la contrastacion de la hipotesis, saber si se cumple con la
especificacion para la pendiente.

t1-0/213 = 21604

to/2,13 = -2.1604

En este caso, si la hipotesis nula fue que B=0, y el valor de t calculado fue
de 58.2561, es notorio que rebasa por mucho el intervalo de no rechazo,
por lo que se rechaza la hipodtesis nula y la pendiente es diferente de cero,
con un 95% de confianza.

Por otra parte, para el caso de la ordenada al origen es de esperarse,
de conformidad con la definicion establecida por la FEUM, en la
que se establece que el sesgo sea despreciable®, que su valor sea
estadisticamente igual a cero, es decir, que cuando no exista analito en
la muestra, no haya senal analitica alguna:
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H,. La ordenada al origen de la curva respuesta vs concentracion es igual
acero.

H_: La ordenada al origen de la curva respuesta vs concentracion es
diferente de cero.

Las hipotesis se pueden expresar en los siguientes términos:

Para demostrar estadisticamente si la ordenada al origen es igual a cero,
podemos recurrir la aplicacion del estadigrafo t de Student para un valor
esperado de y, en este caso la ordenada al origen (Ecuacion 3.13)*

Ecuacion 3.13

Donde:

t = Valor de la t de student calculada para el estadigrafo a.

a, = Valor estimado de los datos de regresion para la ordena dal origen.
o = Valor de la hipdtesis nula para la ordena al origen.

Sy|X= Desviacion estandar inexplicada a partir de los datos de la muestra.

X, = Valor particular de x en el que se desea obtener un intervalo de
prediccion paray.

Si se retoman los datos de la Tabla 3.3 y los resultados de la Tabla 3.4, se
puede calcular el valor de t para la hipotesis nula =0.
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(% _’E)z
lez o (Z;z)z

Una vez determinado el valor correspondiente para t, puede obtenerse el
valor de t de tablas para n-2 grados de libertad, normalmente con un valor
de a=0.05, y a partir de la construccion de la region de no rechazo de la
hipdtesis nula y la contrastacion de la hipotesis, saber si se cumple con la
especificacion para la ordenada al origen.

t1-0/2,13 = 2.1604

te/213 = -2.1604

En este caso, si la hipotesis nula fue que a=0, y el valor de t calculado fue
de -2.10, el valor de t se encuentra dentro del intervalo de no rechazo, por
lo que no se rechaza hipotesis nula y la ordenada al origen es igual a cero,
con un 95% de confianza.

Para el coeficiente de correlacion, se espera que su valor sea mayor o
igual a 0.99, en el entendido de que el modelo lineal al que se ajustaron
los datos debe permitir explicar en su mayoria la dispersion de los mismos
con respecto al valor promedio de las observaciones. Como puede
observarse, para el ejemplo, el valor de coeficiente de correlacion supera
la especificacion.

El analisis del ajuste al modelo a través del valor del coeficiente de
correlacion, puede ir acompanado de un analisis grafico de los valores
residuales de y para cada valor dado de x. Los valores residuales de y se
calculan utilizando la ecuacioén 3.14:

Residual =y -y Ecuacion 3.14

Donde:
y = Valor predicho para la respuesta a partir del modelo lineal.
y = Valor observado para la respuesta.

En la evaluacion visual de una grafica de residuales (Figura 3.5) no debe
observarse un patron establecido para los mismos's4,
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0.008
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Figura 3.5 Crafica de residuales
para los datos de la Tabla 3.2

A manera de resumen, para demostrar la Linealidad de un Método
Analitico, deben cumplirse los requisitos establecidos en este Capitulo,
una pendiente diferente de cero, una ordenada al origen igual a cero y
un coeficiente de correlacion mayor a 0.99, para la relacion respuesta vs
concentracion.

3.3 Precision del Método Analitico

3.3.1,:Qué es la precision del
Método Analitico?

La precision de un Método Analitico se define como el grado de
dispersion que existe entre una serie de mediciones del analito
obtenidas a partir de la aplicacion del Método Analitico a multiples
alicuotas de la misma muestra homogéneat+. De acuerdo con la FEUMS,
es el grado de concordancia relativa entre los resultados obtenidos al
aplicar el Método Analitico, utilizando una muestra homogénea. Cuando
no es posible determinar la precision en muestras homogéneas debido a
la dificultad de su obtencion (por ejemplo, cuando se tiene que adicionar
una impureza que esta en solucion a un polvo), puede determinarse
utilizando muestras artificiales o soluciones de la muestra®.
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La precision del método, de manera general, se puede demostrar en
tres niveles, que son la repetibilidad, la Reproducibilidad y la Precision
Intermedia® 4,

® | a repetibilidad se refiere al grado de dispersion de los resultados
analiticos obtenidos a partir del analisis multiple de la misma
muestra homogénea bajo las mismas condiciones de operacion del
método (laboratorio, analista, dia, equipo de medicion) en un intervalo
corto de tiempo. Se le denomina también precision intra-ensayo.

® | a Reproducibilidad, por su parte, se refiere al grado de dispersion
de los resultados analiticos obtenidos a partir del analisis multiple
de la misma muestra homogénea al variar en su totalidad las
condiciones de operacion del método, lo cual se consigue al variar
los laboratorios donde se aplica el mismo.

® | a Precision Intermedia, por consiguiente, corresponderia a un nivel
‘intermedio” de variacion de las condiciones normales de operacion
del metodo. Se refiere al grado de dispersion de los resultados
analiticos obtenidos a partir del analisis multiple de la misma
muestra homogénea variando condiciones de operacion del
método (analista, dia, equipo de medicion, entre otras) dentro de un
mismo laboratorio.

3.3.2 ;Por qué demostrar la precision
de un Método Analitico?

Enlaseccion2.1.2deestelibro, se hablo de manerageneralde los diferentes
tipos de error en el método de analisis. Mientras que durante el estudio
de Linealidad se puede demostrar la existencia o no de error sistematico,
es durante la determinacion de la precision que se busca llegar a
conocer la magnitud de error aleatorio a partir de las variaciones en las
observaciones repetidas del mensurando, determinadas en multiples
ocasiones? ¢, Como ya se menciono anteriormente, este tipo de error no
puede ser compensado de forma alguna, pero es necesario conocer su
magnitud para determinar si el Método Analitico no sobrepasara un limite
de variacion por encima del cual no sea apto para su uso; este limite de
variacion, podra definirse por el laboratorio en el que se aplica el método,
en funcion de la aplicacion del mismo, el tipo de sistema analitico y la
complejidad del procedimiento analitico.

Ahora bien, esimportante hacer notar que la demostracion de la precision
en cada uno de los niveles definidos en la seccion 3.2.1 persigue un
objetivo diferente de acuerdo con las necesidades de aplicacion del
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meétodo. Mientras que en la determinacion de repetibilidad se busca
conocer la medida de la variacion aleatoria de los resultados analiticos
en la misma corrida analitica, para tener una estimacion de la variabilidad
cotidiana del método, que nos permitira conocer la variacion esperada
cuando llevamos a cabo las determinaciones por duplicado, triplicado,
etc., y en la determinacion de Precision Intermedia se requiere demostrar
la forma en que la variacion de factores intrinsecos al laboratorio (analista,
equipo, dia, entre otros) afectan también los resultados del analisis en el
trabajo cotidiano, en la determinacion de la Reproducibilidad se busca
conocer si la variacion aleatoria de los resultados es diferente entre
dos 0 mas laboratorios que trabajan el mismo método, normalmente
en un estudio colaborativo, que tiene la finalidad de estandarizar una
determinada metodologia o de lograr la transferencia del método de
analisis de un laboratorio a otro* %,

3.3.3 ;Para qué tipo de métodos se lleva a
cabo la demostracion de precision?

Lademostracion de precision, aligualque en el caso de Linealidad, se llevaa
cabo para los métodos de analisis de tipo cuantitativo. Esta demostracion
debe ser realizada tambien en el intervalo de concentraciones en el que
se considera probable obtener un valor para la medicion, que ya se habia
definido como intervalo de trabajo, de conformidad con lo mencionado en
laTabla 3.2.

3.3.4 ;Como se determina la precision de
un Metodo Analitico?

Lademostracion de precision del meétodo dependera del nivel de precision
que se requiera determinar, como se especificara a continuacion.

3.3.4.1 Demostracion de la repetibilidad
del Método Analitico

De manera general, se establece que la repetibilidad del Método Analitico
ha de demostrarse®“:

a) Utilizando un minimo de nueve determinaciones que cubran el
intervalo especificado de trabajo para el Método Analitico (es decir,
3 réplicas de la determinacion para 3 concentraciones en los niveles
alto, medio y bajo del intervalo de trabajo), o
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b) Utilizando un minimo de seis determinaciones en el centro del
intervalo de trabajo (100% de la concentracion de prueba).

Se recomienda que la demostracion de repetibilidad se realice de acuerdo
con lo establecido en el inciso b) si se realizaron las determinaciones
utilizando muestras auténticas. Si se utilizaron muestras artificiales, es
mas recomendable realizar la demostracion de acuerdo con el inciso a),
en términos de fortalecer la evidencia del grado de concordancia de las
mediciones en todo el intervalo de trabajo. En cualquiera de los casos,
la repetibilidad se evalua mediante la determinacion del coeficiente
de variacion (Ecuacion 3.15) de la respuesta analitica a cada nivel de
concentracion, o del coeficiente de variacion del porcentaje de recobro
(%R, Ecuacion 3.16*7) del analito, mismo que debera cumplir con un criterio
determinado establecido de antemano, como ya se menciono.

Sy
CV = —=x100
Yy Ecuacién 3.15

Donde:

CV = Coeficiente de Variacion.

Sy = Desviacion estandar de las respuestas analiticas o de los porcentajes de
recobro.

y = Promedio de las respuestas analiticas o de los porcentajes de recobro.

Concentracion recuperada

%WR=————————— %100
- Concentracion adicionada

Ecuacion 3.16

Como un ejemplo, para la determinacion de repetibilidad del método se
utilizaran los resultados mostrados en la Tabla 3.5, considerando que el
valor preestablecido para los coeficientes de variacion de la respuesta
analitica o del %R es de 2.0% para concluir que el meétodo es repetible.
En este ejemplo, se tomaron como base los resultados mostrados en la
Tabla 3.2.

Como puede observarse en la Tabla 3.5, el resultado del CV tanto para
la respuesta analitica por nivel como para el %R en todos los niveles es
menor al valor establecido de 2%, por lo que el méetodo seria repetible en
este caso.



Introduccion a la validacion de Métodos Analiticos

para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

Tabla 3.5 Ejemplo de la determinacion de repetibilidad
para un Méetodo Analitico utilizado para la valoracion de un
farmaco en tabletas por Espectrofotometria UV.

%CV para la
respuesta
analitica en
cada nivel de
concentracion

%CV para %R
en los tres
niveles de

concentracion

Respuesta
analitica
Concentracion
recuperada

c
Nl
(%)
@
S
whd
c
(]
O
c
o
(¥)

80 0405  79.95 99.93
80 0.408 8051 0.81 100.64
80 0.412 8126 10157
100 0507 99.03 99.03
100 0508 QQ.22 0.29 99.22 0.99
100 0510  99.60 99.60
120 0.613 118.87 99.06
120 0.624 120.93 1.25 100.78

120 0.628 12168 101.40
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3.3.4.2 Demostracion de la Precision
Intermedia del Metodo Analitico

Antes de comenzar con esta seccion, es importante establecer que las
fuentes de variacion a incluir en la demostracion de la Precision Intermedia
y los valores que pueden tomar dichas fuentes de variacion, dependen de
las necesidades del laboratorio en que se aplicara el método y no de una
formula estandarizada. Por ejemplo, si en un laboratorio todos los analistas
trabajan con un instrumento analitico Unico, no hay razén o forma de
buscar determinar la Precision Intermedia usando diferentes instrumentos,
pero si en otro laboratorio se cuenta con diversos instrumentos y analistas
para llevar a cabo las determinaciones con un metodo de analisis, debera
considerarse si la combinacion de factores analista-equipo es pertinente
para asegurar la Precision Intermedia del método.

En la FEUMS, se establece que la demostracion de Precision Intermedia
del Método Analitico se llevara a cabo a partir del analisis de “por lo menos
tres alicuotas tomadas de una muestra homogénea, para ser analizadas
en diferentes dias (minimo dos) y por diferentes analistas (minimo dos)".
Posteriormente, el analisis de los datos involucrara la determinacion del
coeficiente de variacion de todos los resultados analiticos, el cual debe
cumplir con el criterio de aceptacion establecido. No se especifica en
qué nivel de concentracion se debe hacer la determinacion, por lo que
es posible inferir que se realizara en el nivel central del intervalo de
trabajo. Es importante mencionar en este caso, que esta seria la forma
mas sencilla de demostrar Precision Intermedia, en el entendido de que
basta con que los valores de CV (ecuacion 3.15) esten considerados dentro
del intervalo aceptable, en las combinaciones posibles de las fuentes de
variacion i-ésimo analista (Ai) y j-ésimo dia (Dj) para que se concluya que
el método presenta Precision Intermedia. En la Tabla 3.6, se ejemplifica la
determinacion de Precision Intermedia de acuerdo con la especificacion
de la FEUM.

Entodos los casos de la Tabla 3.6 elvalor de CV es menora la especificacion
ya establecida (2%), por lo que se podria concluir en ese caso que el
metodo presenta Precision Intermedia. A pesar de lo anterior, es necesario
senalar que debe cuidarse el hecho de no solamente concluir sobre los
valores de CV sin un juicio adicional de analisis de datos, ya que podria no
tenerse en cuenta la posibilidad de que los resultados, aun cumpliendo
con el criterio de CV menor a la especificacion, no fueran comparables
entre si. Para ilustrar esto, se proponen los valores de la Tabla 3.7, donde es
notorio que el valor de CV cumple con el requisito de estar comprendido
en elintervalo de aceptacion (2%) propuesto, pero los valores promedio de
las absorbancias para el analista 1 en el dia 2, asi como para el analista 2
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en eldia 1, son claramente diferentes a los de las otras dos combinaciones
analista-dia. Para evitar este tipo de errores, no es poco comun encontrar
que, en vez de la comparacion de los valores de CV de forma directa
para las combinaciones de fuentes de variacion, se proponga el analisis
de varianza (ANADEVA) para demostrar estadisticamente la Precision
Intermedia* 78,

Tabla 3.6 Determinacion de Precision Intermedia de
acuerdo con los criterios de la FEUM para un Método
Analitico utilizado para la valoracion de un farmaco en

tabletas por Espectrofotometria UV.

Resultados
(Absorbancias)

Analista

0.503
1 1 0.508 0.79
0.511

0.506
1 2 0.505 0.86
0.513

0.514
2 1 0.516 0.49
0.511

0.507
2 2 0.501 0.99
0.511
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En la determinacion de la Precision Intermedia, se parte de manera
general de un modelo estadistico donde se establece que los resultados
analiticos obtenidos con un determinado método dependeran de las
fuentes de variacion en el estudio de Precision Intermedia (Ecuacion 3.17).
Por ejemplo, retomando el ejemplo de los datos de la Tabla 3.6, con dos
analistas trabajando en dos dias, se puede establecer el siguiente modelo:

Tabla 3.7 Determinacion de Precision Intermedia de
acuerdo con los criterios de la FEUM para un Método
Analitico utilizado para la valoracion de un farmaco en

tabletas por Espectrofotometria UV, ejemplo 2.

Resultados

Analista (Absorbancias)

0.503
1 1 0.508 0.79
0.511

0.566
1 2 0.565 0.76
0.573

0.574
2 1 0.576 0.44
0.571

0.507
2 2 0.501 0.99
0.511
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Ecuacion 3.17

Donde:
Y.~ k-ésima observacion obtenida por el i-esimo analista en el j-esimo dia.

U = Media poblacional de las observaciones obtenidas apicando el método
analitico.

A= Efecto deli-ésimo analista en el resultado analitico.
D~ Efecto delj-ésimo dia en el resultado analitico.

ADU.= Efecto de la interaccion del i-esimo analista y el j-ésimo dia en la
respuesta analitica.

e, = Error experimental de la k-ésima observacion realizada por el i-esimo
analista en el j-ésimo dia.

Las hipotesis nulas que se desean probar para demostrar que el Método
Analitico presenta Precision Intermedia son:

La hipotesis:

H,;AD=AD,-AD, =AD,

Se comprueba con la finalidad de demostrar si la aplicacion del modelo
estadistico fue adecuada.
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Para el analisis de los datos, se construye la tabla de ANADEVA, como
se muestra en la Tabla 3.8, para el modelo de efectos fijos (aquel en el
que los niveles que toma la fuente de variacion y los experimentos han
sido establecidos y controlados por el experimentador, y las conclusiones
sobre el mismo son validas solamente en el intervalo probado™ *). Los
calculos requeridos son:

Ecuacion 3.18

Donde:

n
Z ¥? = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada ana-
= lista sin importar dia o réplica.

y..2= Cuadrado de la sumatoria de todos los valores obtenidos.
i = Numero de analistas.

Jj=Numero de dias.

k = Numero de réplicas.
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(]
5.5
0 S
t8
0!—
(¢
z >

Analista

Dia

Interaccion
Analista-
Dia

Error

Grados de
Libertad (g.L.)

(-1)

(i-1)
(-1

(k-2

Suma de
cuadrados

SC

SC

SC

AD

sc,

i = Numero de analistas.
j = Numero de dias.
k =Numero de réplicas por cada combinacion de los factores analista-dia.
a se fija comunmente con un valor de 0.05.

Tabla 3.8 Analisis de varianza del modelo de efectos

fjos para demostrar Precision Intermedia.

Media de
cuadrados

MC, - 27
MC, - 27
MC,p - 272
Me, - 3¢

calculada

F

MC,

MC.

MC
WC,

MC
MC,

(F -

(a/2,g.LA gle)
(1-a/2,glA gle)

(F(u/zlg.l‘A, gle)
(1-a/29LA, gle)

(F(a/z,g LA gle)”
(1-a/2,glA gle)
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Ecuacion 3.19

Donde

n

Z y _jz, = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada dia
S sin importar analista o réplica.

o 12} 1y1} Zl—lyl

Ecuacion 3.20

ZZY . Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada
combinacion analista-dia sin importar la réplica.

12] 1y11

Ecuacion 3.21

Donde:

Z Z ¥éik - Sumatoria del cuadrado del valor de cada resultado analitico.

Jj=1k=1

INGE

i

I
-

Si se llevan a cabo los diferentes calculos, utilizando los valores de la
Tabla 3.6, se obtiene la Tabla de ANADEVA 3.0.
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Tabla 3.9 Analisis de varianza del modelo
de efectos fijos para demostrar Precision
Intermedia, utilizando los datos de la Tabla 3.6.

Grados de
Libertad (g.L.)
Suma de
cuadrados
Media de
cuadrados
Fcalculada

(]
gg

(%)
=
wl—

@
z >

Analista  (i-1)-1  SC,-1.63x10®°  MC,=1.63x10°  0.97

Dia (-0=1  SC,=3.33x10°  MC,=333x10° 199 (;)51%'
Interaccion (i-1)
Analista- (o)1 SC,,=4.80x10° MC, =4.80x10° 287
Dia
Error <y SC~134x10%  MC_167x10%

()-8

A partir de la tabla de ANADEVA, se puede concluir que el Método
Analitico presenta Precision Intermedia, toda vez que los valores de
F acusgs PAra los factores analista y dia se encuentran comprendidos en
la region de no rechazo establecida de acuerdo con el modelo, con una
confianza del 95%. Asi mismo, como la F___ ... para la interaccion analista-
dia se encuentra tambien en la region de no rechazo, se concluye que el
modelo con el que se analizaron los datos es el correcto.

Para verificar la versatilidad de la aplicacion del ANADEVA en los calculos
de Precision Intermedia, se empleara ahora el mismo procedimiento, pero
con los datos de la Tabla 3.7. Los resultados obtenidos, presentados en
la Tabla 3.10, permiten observar que hay una clara interaccion entre los
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factores Analista y Dia (Figura 3.6), como ya se podia suponer a partir de
la observacion directa de los datos originales. Al hacerse evidente dicha
interaccion, resulta claro que el modelo estadistico al que se tratan de
ajustar los datos no es el correcto.

Cuando se observa una situacion como la que se presento con elANADEVA
de los datos de la Tabla 3.7, 0 cuando de antemano se sabe que uno de los
factores depende de los niveles de otro factor como, por ejemplo, cuando
en el laboratorio trabajan dos analistas, pero el analista 1 trabaja lunes y
martes, y el analista 2 trabaja miercoles y jueves (es decir, el factor dia esta
anidado en el factor analista), el modelo estadistico debe de considerarya
esta situacion, por lo que se puede establecer un planteamiento como el
que se presenta en la ecuacion 3.22.

Tabla 3.10 Analisis de varianza del modelo
de efectos fijos para demostrar Precision
Intermedia, utilizando los datos de la Tabla 3.7

Grados de
Libertad (g.L.)
Suma de
cuadrados
Media de
cuadrados
Fcalculada

(]
5.5
0 S
T8
ml—
(0]
z >

Analista  (i-1=1  SC,=163x10°  MC,=1.63x10°  0.97

Dia (-1-1  SC,=3.33x10°  MC, =3.33x10 199 013-
7.57)
Interaccion (i-1)
AnaL!sta— (-1-1 SC,,=1.23x107 MC,,=123x10% 73361
Dia
(k-1) : :
Error (i)-8 SC,=1.34x10% MC =1.67x10%®
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Grafica de interaccion para Absorbancia

Absorbancia

Figura 3.6 Grafica de interaccion de factores
analista-dia, generada con el programa
Statgraphics Centurion XVII.

=u+A+D _+e . .
Y= H i it kij) Ecuacion 3.22

ijk~

Donde:
Y.~ K-€sima observacion obtenida por eli-ésimo analista en el j-esimo dia.

u = Media poblacional de las observaciones obtenidas aplicando el metodo
analitico.

A= Efecto deli-ésimo analista en el resultado analitico.
D,,= Efecto delj-ésimo dia dentro deli-ésimo analista en el resultado analitico.

e, = Error experimental de la k-esima observacion realizada por el i-ésimo
analista en el j-ésimo dia.
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Las hipotesis nulas que se desean probar para demostrar que el Método
Analitico presenta Precision Intermedia son:

Ho: D1(A1) =

D

2(A1) =

D D

2(A2) = 1(A2)

La hipotesis:
H:AD=AD,=AD,=AD,

Ya no se comprueba, toda vez que la interaccion analista-dia queda
explicita en el modelo estadistico.

Para el analisis de los datos, se construye la tabla de ANADEVA, como
se muestra en la Tabla 3.11, para el modelo de efectos fijos (aquel en el
que los niveles que toma la fuente de variacion y los experimentos han
sido establecidos y controlados por el experimentador y las conclusiones
sobre el mismo son validas solamente en elintervalo probado®), pero con
el factor dia anidado en el factor analista. Los calculos iniciales requeridos
son la suma de cuadrados del analista y del dia, que se obtienen con la
aplicacion de las ecuaciones 3.18 y 3.21, y la suma de cuadrados del dia
anidado en el analista, que se obtiene de acuerdo con lo establecido en
la ecuacion 3.23:

n n 2 n 2
i=1 zj=1 Yij. _ Zi=1)i

SCpay = j
(4) k JL4 Ecuacion 3.23

Si se llevan a cabo los diferentes calculos de acuerdo con lo establecido
en la Tabla 3.11, utilizando los resultados de la Tabla 3.7, se obtiene la Tabla
de ANADEVA 3.12.
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Tabla 3.11 Analisis de varianza del modelo
de efectos fijos para demostrar Precision
Intermedia con un factor anidado.

Media de
cuadrados
calculada

[
0
(%)
.8
&
>

Fuente de
F

Grados de
Libertad
Suma de

cuadrados

sc, Mc ]
Analista (- SC, MC-grt et Forein o
A e (1-a/2,g.lA, gle)

Dia (-2 SC MC D) (a/2.gLD(A), gle)

DA ow ™ gl o

SC,, MCy, (F
MC

(1-a/2,g.LD(A), g.le)

Error (k-2)(ij) SC, MC = =

i= Numero de analistas

j= Numero de dias

k=Numero de réplicas por cada combinacion de los factores analista-
dia se fija comunmente con un valor de 0.05

A partir de la tabla del ANADEVA de la Tabla 3.12, se puede concluir que
el Método Analitico presenta Precision Intermedia entre analistas, toda
vez que elvalorde F__ .. se encuentra comprendido en la region de no
rechazo establecida de acuerdo con el modelo, con una confianza del
95%. Asi mismo, como la F__ .. para el factor dia anidado en el factor
analista se encuentra fuera de la region de no rechazo, se concluye que
no existe Precision Intermedia entre dias.
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Tabla 3.12 Analisis de varianza del modelo de efectos fijos
para demostrar Precision Intermedia, utilizando los datos de
la Tabla 3.7, con el factor dia anidado en el factor analista.

Libertad
Suma de
cuadrados
Media de
cuadrados

calculada

F

(]
g:g

(3]
.8
ol—

(0]
z >

Grados de

Analista  (-1-1  SC,-163x105 MC,-163x105  0.97 (3;;))_
: v ) : (0.16-
Dia W=z SC,;=123x10% MC,,=616x107 36890 o

Error (k-1)({j)=8  SC_=1.34x10* MC =1.67x10°

3.3.4.3 Demostracion de la Reproducibilidad
del Método Analitico

EnlaFarmacopeade los Estados Unidos Mexicanos no existe especificacion
ni metodologia precisa para demostrar la Reproducibilidad de un Método
Analitico, se sefala de manera general en el apartado de Tolerancia,
a pesar de que se establece, en la propuesta de nuevos Métodos
Analiticos, que “A criterio de la CPFEUM se revisara parcial o totalmente
la documentacion de la Validacion del método propuesto y se realizard un
estudio colaborativo"®. Una definicion de un estudio colaborativo, se puede
encontrar en el documento publicado en 2002 por el Colegio Nacional
de Quimicos Farmaceéuticos Biologos AC, donde se establece que es
‘la Reproducibilidad realizada en diferentes laboratorios, por diferentes
quimicos"°. En este orden de ideas, la demostracion de Reproducibilidad
del método, requiere de manera forzosa la comprobacion del grado de
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concordancia entre los resultados analiticos obtenidos en diferentes
laboratorios, aplicando el mismo método de analisis a la misma muestra
homogénea’; sin embargo, no existe un lineamiento general para llevar a
cabo la demostracion.

Con base en lo anterior, es posible entonces partir de manera general de
un modelo estadistico donde se establezca que los resultados analiticos
obtenidos con un determinado método dependeran de la fuente de
variacion laboratorio (Ecuacion 3.23).

Ecuacion 3.23

Donde:
Y= J-ésima observacion obtenida en eli-ésimo laboratorio.

U = Media poblacional de las observaciones obtenidas apicando el método
analitico.

L= Efecto deli-ésimo laboratorio en el resultado analitico.

e, = Error experimental de la j-esima observacion realizada en eli-esimo la-
boratorio.

La hipotesis nula que se desea probar para demostrar que el Método
Analitico presenta Reproducibilidad, si se realizara el método en dos
laboratorios (Laboratorio 1y Laboratorio 2) es:

Para el analisis de los datos, se construye la tabla de ANADEVA, como se
muestra en la Tabla 3.13, para el modelo de efectos fijos.
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Tabla 3.13 Analisis de varianza del modelo de
efectos fijos para demostrar Reproducibilidad.

calculada

cuadrados
F

(%)
S g
&g
(%]

Fuente de
Variacion
Grados de
Libertad (g.L.)
Suma de

SC MC (F -
Laboratorio (i-1) SC MC = —+ —L (/2glL gle)
- - g'['L Mce (1-a/2.glL gle)

SC

Error (-2)() SC, MC, = al g

i= Numero de laboratorios.
j= Numero de réplicas en cada laboratorio se fija comunmente con un
valor de 0.05.

Los calculos requeridos son:

Ecuacion 3.24

n
Z yf_ = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada la-
= boratorio sin importar dia o replica.

y?. = Cuadrado de la sumatoria de todos los valores obtenidos.
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Ecuacion 3.25

Donde:

Z Z ¥§j - Sumatoria del cuadrado del valor de cada resultado analitico.

=1 j=1

Para ejemplificar el calculo, se cuenta con los resultados de la Tabla
314 para la demostracion de Reproducibilidad de un Método Analitico,
realizado en dos laboratorios, por sextuplicado en cada uno de ellos.

Tabla 3.14 Determinacion de Reproducibilidad para
un Méetodo Analitico utilizado para la valoracion de un
farmaco en tabletas por Espectrofotometria UV.

Resultados
(Absorbancias)

Laboratorio

0.503 0514

1 0.508 0516 0.89
0.511 0.511
0.506 0.507

2 0.505 0.501 0.85

0.513 0.511
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Si se llevan a cabo los diferentes calculos, utilizando los valores de la
Tabla 3.14, se obtiene la Tabla de ANADEVA 3.15.

Tabla 3.15 Analisis de varianza
del modelo de efectos fijos para
demostrar Reproducibilidad.

Grados de
Libertad
Suma de

cuadrados
Media de

cuadrados
Fcalculada

O c
gg

(%)
.0
¢l—

©
c >

(0.14-

Laboratorio  (i-1)=1  SC,=3.33x10% MC, =3.33x10° 168 6.94)

Error (-1(=10 SC,-1.98x10% MC -1.98x10

Como el valor de F para el factor laboratorio se encuentra

calculada

comprendido en la region de no rechazo al 95% de confianza, se puede
concluir que el Método Analitico es reproducible entre los laboratorios 1
y 2. Cabe aclarar, que la demostracion de Reproducibilidad se restringe a
los laboratorios que hayan participado en el estudio y, que en la medida
que se desee incorporar el método en otros, estos deberan participar
tambien dentro del estudio colaborativo®.
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3.4 Exactitud del Método Analitico

3.4.1,Qué es la Exactitud del
Método Analitico?

La Exactitud de un Método Analitico se define como el grado de
concordancia entre el valor que es aceptado, ya sea como un valor real
convencional o un valor de referencia aceptado y el valor encontrado
en la medicion*?, De acuerdo con la FEUM¢, es la concordancia absoluta
entre el resultado obtenido con el método y la cantidad verdadera
del analito en la muestra, a una cantidad fija. Dicho en otras palabras,
mientras que en la determinacion de precision se requeria demostrar quée
tan parecidos eran los resultados analiticos entre si (variando o no ciertas
condiciones del analisis), en la determinacion de Exactitud del metodo se
desea demostrar el grado en que los resultados analiticos obtenidos son
cercanos a la cantidad (concentracion) real del mensurando o analito en
la muestra. Con base en lo anterior, a la Exactitud también se le denomina
‘veracidad” de los resultados analiticos, y esta relacionada con el grado de
sesgo de las determinaciones en relacion con el valor real de la cantidad
de analito en la muestra (mismo que se consideraria el valor promedio
aceptado como referencia)?,

3.4.2 ;:Por qué demostrar la Exactitud
de un Método Analitico?

Una vez que, mediante la demostracion de la precision del método, se ha
logrado demostrar que los resultados de multiples determinaciones de
la misma muestra analitica no varian de forma considerable entre si, es
necesario, con la demostracion de la Exactitud del método, dar certeza
de que tales mediciones no se alejan de forma considerable del valor
aceptado como real o verdadero del mensurando contenido en una
muestra> .,

Explicando esta situacion de una manera muy sencilla, se espera que en
un Método Analitico no solo se tenga certeza de que se mide lo que se
pretende medir (Especificidad), sino que también que se mide con poca
variacion (precision)y que la cantidad que se dice que se mide delanalito es
la que en realidad existe en la muestra (Exactitud). La Exactitud, entonces,
permite demostrar de qué manera las operaciones involucradas en el
Método Analitico permiten llegar a un resultado veridico de la cantidad
de analito en realidad presente en la muestra. Lo anterior, cobra especial
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relevancia en la medida en que un mayor numero de operaciones estan
consideradas dentro del Método Analitico, ya que cada una de estas
operaciones introducira un téermino de incertidumbre en la medicion, que
combinacion con los demas podria alejar al resultado obtenido del valor
o la cantidad real del analito en la muestra. Como resultado de lo anterior,
es de esperarse que, en la medida en que un Método Analitico involucra
menos operaciones para la generacion de un resultado, dicho resultado
tienda a parecerse mas al valor real y, por ende, el grado de Exactitud del
metodo sea mayorz-2,

3.4.3 ; Para qué tipo de métodos se lleva a
cabo la demostracion de Exactitud?

La demostracion de Exactitud, al igual que en el caso de Linealidad
y precision, se lleva a cabo para los métodos de analisis de tipo
cuantitativo. Esta demostracion debe ser realizada también en elintervalo
de concentraciones en el que se considera probable obtener un valor
para la medicion, que ya se habia definido como intervalo de trabajo, de
conformidad con lo mencionado en la Tabla 3.2.

3.4.4 ;Como se determina la Exactitud
de un Método Analitico?

La demostracion de Exactitud del Método Analitico depende en gran
medida de la aplicacion y del tipo de método que se estara validando.
En la FEUM® se establece la determinacion de la Exactitud en virtud de
si el método cuantitativo pertenece a la categoria | o Il (Numeral 1.3.3 de
este libro), y en la guia de ICH* se desglosa la determinacion de Exactitud
en funcion de si el método pertenece a la categoria | y es aplicado a una
materia prima o a un medicamento.
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3.3.4.1 Determinacion de Exactitud para
un Meétodo Analitico aplicado a la
valoracion de una materia prima

La forma mas sencilla para demostrar la Exactitud del Método Analitico
para la valoracion de una materia prima, consiste en aplicar el Método
Analitico a un analito de pureza conocida (que, de acuerdo con la
definicion, puede ser una sustancia de referencia*?), llevando a cabo
un minimo de nueve determinaciones en un minimo de tres niveles de
concentracion (como ya se dijo, dentro del intervalo de trabajo). En la
FEUM® establece que la determinacion de Exactitud debera realizarse en
una concentracion del analito que represente al 100% de este al menos
por sextuplicado.

Una vez realizado el procedimiento, la forma mas comun de determinar
la Exactitud consiste en proceder al calculo del porcentaje de
recobro (Ecuacién 3.16) para cada cantidad adicionada del analito, y
posteriormente comparar el resultado de la media aritmética de los
porcentajes de recobro con el valor aceptado para la Exactitud (que,
de manera general, deberia ser un recobro de 100%), de acuerdo con la
Ecuacion 3.26.

Ecuacion 3.26

Donde:

t = valor del estadigrafo t de Student para la estimacion de la media de los
recobros.

X = Media aritmética de los porcentajes de recobro obtenidos.
U = Media poblacional aceptada como real para los porcentajes de recobro.
s = Desviacion estandar de las determinaciones de porcentaje de recobro.

n = Numero de observaciones utilizadas para el calculo de t.
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Para ejemplificar los calculos de Exactitud del Método Analitico, se
presentan los resultados de la Tabla 316 para la Validacion de un
Método Analitico espectrofotométrico para la valoracion de un farmaco
como materia prima. Se presenta el porcentaje de recobro para cada
determinacion.

Como puede observarse en la Tabla 3.16, los valores de porcentaje de
recobro en cada una de las determinaciones del ejemplo son muy
cercanos al 100%, que seria el valor aceptable de recuperacion del analito
a partir de la aplicacion del método a muestras que lo contengan. Para
tener una mayor certeza de la estimacion de la cercania, se puede aplicar
la ecuacion 3.26, al calculo de la t de Student para determinar si se cumple
la hipotesis nula:

Los resultados para el valor de t de Student calculada a partir de los datos
de la Tabla 3.16 se muestran en la Tabla 3.17. Como puede observarse en
esta tabla, en los tres niveles analizados se cumple el criterio de que la
se encuentra dentro de la region de no rechazo, con un 95% de

tcatcutada

confianza, por lo que podria concluirse que el Método Analitico es exacto.
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Tabla 3.16 Resultados de la determinacion Exactitud
para un metodo usado para la valoracion de un
farmaco por Espectrofotometria UV.

Concentracion
recuperada

Concentracion Respuesta

0.405 79:95 99.94
0.408 80.51 100.64
0.412 81.26 10158
80
0.411 81.23 10154
0.408 8056 10070
0.405 79.98 99.08
0.507 99.03 09.03
0.508 99.23 99.23
0.510 99.60 99.60
100
0513 100.27 100.27
0.519 101.31 10131
0.512 99.98 99.98
0.613 118.88 99.07
0.624 120.94 10078
0.628 121.68 101.40
120
0.625 12118 100.98
0.619 120.11 100.09
0.617 11978 90.82
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Una segunda alternativa que brindan diferentes referencias, establece
que, en caso de no contarse con un material de referencia adecuado,
es posible demostrar la Exactitud del método por comparaciéon
de los resultados obtenidos aplicando el método en estudio con
aquellos que se obtienen aplicando un segundo método que haya
sido bien caracterizado y cuya Exactitud ha sido establecida®?3, Las
determinaciones se realizaran, en este caso, también en tres niveles por
triplicado como minimo, o con seis determinaciones alrededor del 100%,
y las comparaciones se llevaran a cabo con los porcentajes de recobro
para cada método.

Tabla 3.17 Calculo de t de Student para la determinacion
de Exactitud con los datos de la Tabla 3.16.

Nivel de concentracion

adicionada ‘calculada

80 2.49
100 -0.29 (-2.57-2.57)
120 1.03

A partir de lo anterior, resulta logico pensar que, si la Exactitud del método
de prueba es igual a la del método con el que se compara (de referencia),
los porcentajes de recobro obtenidos deberan ser los mismos. En este
orden de ideas, partiendo de la siguiente hipotesis:

H,: Los porcentajes de recobro de ambos metodos son iguales.

H_: Los porcentajes de recobro de ambos métodos son diferentes.
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Si se cumple la hipodtesis nula, entonces se puede expresar en los
siguientes términos:

Donde:

p,: Promedio de la poblacion de porcentajes de recobro para el meétodo de
prueba.

u,: Promedio de la poblacion de los resultados de porcentajes de recobro
para el metodo de referencia.

Si se expresan las hipotesis en esos términos, se puede demostrar la
Exactitud llevando a cabo una inferencia para la diferencia de medias, con
el uso del estadigrafo t de Student, aplicando la ecuacion 3.27°.

Ecuacion 3.27

Donde:

)7p = Promedio de los resultados de porcentaje de recobro aplicando el
método de prueba.

¥, = =Promedio de los resultados de porcentaje de recobro aplicando el
método de referencia.

A = Valor de la hipétesis nula,que en este caso es de 0.
S, = Desviacion estandar ponderada de las muestras.
n, = Numero de observaciones obtenidas con el metodo de prueba.

n, = Numero de observaciones obtenidas con el método de referencia.
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El calculo de la desviacion estandar ponderada se lleva a cabo partiendo
del supuesto de que las varianzas son desconocidas, pero iguales,
utilizando para ello la ecuacion 3.28.

((np — 1)S3) + ((np — 1)S§)

np+ny—2

Ecuacion 3.28

Donde:

S, = Desviacion estandar ponderada de las muestras.

n, = Numero de observaciones obtenidas con el método de prueba.
n, = Numero de observaciones obtenidas con el método de referencia.

S; = Varianza de los resultados de porcentaje de recobro aplicando el método
de prueba.

S2 = Varianza de los resultados de porcentaje de recobro aplicando el método
de referencia.

Unavez que se obtiene elvalordet_ ... para la diferencia de las medias,
se contrasta con la t de tablas, comunmente con un valor de de 0.05,y si
el valor se situa dentro de la zona de no rechazo, se dice que el método
presenta Exactitud.

Si la determinacion de Exactitud se realiza en diferentes niveles de
concentracion (al menos cinco), es posible demostrar que el metodo es
exacto aplicando para ello el ajuste de los datos de cantidad adicionada
contra cantidad recuperada a un modelo lineal por minimos cuadrados®.
Los calculos y el analisis de los datos podrian llevarse a cabo siguiendo
las pautas establecidas en la seccion 3.2.4 de este libro.

La tercera alternativa para establecer Exactitud se menciona en la guia
Q2 de ICH. En dicho texto, se dice que la Exactitud del método puede
ser inferida una vez que se han demostrado la precision, Linealidad y
Especificidad del método* 2. Esta opcion, a todas luces, deberia ser
considerada como el ultimo recurso, ya que con ella en realidad no se
demuestra Exactitud, ya que no proviene de mediciones reales, sino
solamente, como se indica, se infiere que el método es exacto.
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3.4.4.2 Determinacion de Exactitud para
un Método Analitico aplicado a
la valoracion del contenido de
un analito en un medicamento

De acuerdo con la guia Q2 de ICH?, para la determinacion de Exactitud
del Método Analitico para un método en el que se desea cuantificar
un analito dentro de un medicamento es posible recurrir a cuatro
meétodos?>23:

a. Aplicar el Método Analitico a mezclas artificiales de los componentes
del medicamento a las cuales se les han adicionado cantidades
conocidas del analito. Este meétodo se denomina en analisis
farmacéutico, de manera comun, “método del placebo cargado’, y

b. En los casos donde no es posible obtener muestras de todos los
componentes del medicamento, sera aceptable ya sea adicionar
cantidades conocidas del analito al producto (método del estandar
adicionado), o

c. Comparar los resultados con aquellos obtenidos a partir de un
segundo procedimiento analitico bien caracterizado para el cual se ha
demostrado o definido la Exactitud.

d. Aligual que en la seccion anterior, la cuarta alternativa para establecer
Exactitud que se menciona en la guia Q2 de ICH* es aquella en la que
se dice que la Exactitud del método puede ser inferida una vez que se
han demostrado la precision, Linealidad y Especificidad del método.
La limitacion de esta alternativa ya fue senalada en la seccion anterior.

Debe tenerse en cuenta que la preparacion de placebos cargados o
estandares adicionados siempre representa un reto con relacion a la
incorporacion real del farmaco en la muestra. Por ejemplo, si el placebo
cargado se prepara mezclando polvos de todos los componentes,
incluido el analito, puede existir un cierto grado de confianza de que la
extraccion a partir de los polvos sera homogenea y apegada a lo que se
espera de una “‘muestra real’; sin embargo, si la preparacion del placebo
cargado implica que una mezcla de polvos del placebo sea, por ejemplo,
“‘rociada” con una solucion del analito para cargarlo, se corre el riesgo
de que esta "'muestra artificial" difiera en su comportamiento durante
la extraccion del analito con respecto a una muestra real. En sintesis,
debera de cuidarse, en la medida de lo posible, que la preparacion de
los placebos cargados o los estandares adicionados sea cercana a la
preparacion de una muestra “real”.
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En cualquiera de los casos, los resultados que se obtendran seran los
porcentajes de recobro, y el andlisis matematico para la demostracion de
Exactitud sera el mismo que ya se sefialo en la seccion 3.4.4.1.

3.4.4.3 Determinacion de Exactitud para
un Metodo Analitico aplicado a la
cuantificacion de impurezas

Para la determinacion de la Exactitud de un método que se utilizara para
la cuantificacion de impurezas, es recomendado el que se adicionen
a las muestras a analizar cantidades conocidas y fijas de la impureza a
determinar (normalmente en un nivel del 100% de la concentracion
esperada de impurezas) y, que de igual forma que en los casos anteriores,
se analicen los porcentajes de recobro de la impureza a partir de la
muestra y se contraste con el estadigrafo de prueba de la Ecuacion 3.26.
Una segunda alternativa, es también la comparacion de los porcentajes de
recobro de impurezas obtenidos con el método de prueba con aquellos
que se obtienen con un procedimiento independiente®© 7.

3.5 Limite de Deteccidon del Método Analitico

3.5.1,:Qué es el Limite de Deteccion
del Método Analitico?

El Limite de Deteccion de un Método Analitico se define como la menor
cantidad del analito en una muestra que puede ser detectada pero
no necesariamente cuantificada como un valor exacto!. En términos
de incertidumbre de la medicion, se menciona que la determinacion del
Limite de Deteccion_tiene como fin solamente establecer el confin mas
bajo del intervalo de operacion practica del método3 De acuerdo con la
IUPACS® 22, el Limite de Deteccion se define como la cantidad real de analito
en la muestra que lleva a concluir con una alta probabilidad que éste esta
presente en la muestra, siguiendo criterios especificos de decision. Este
representa una caracteristica de desempeno que debe determinarse
cuando un Método Analitico se aplica como prueba limite.
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3.5.2 ;Por qué demostrar el Limite de
Deteccion de un Método Analitico?

Conforme la medicion de un determinado analito se acerca a niveles
bajos de concentracion, se incrementa el efecto de diferentes variables en
la respuesta analitica obtenida, dentro de las que se pueden considerar
las siguientes?7:

® |ainestabilidad de la linea base del instrumento.
® Lainfluencia de los blancos analiticos.

® Peérdida del analito durante los procesos de extraccion o limpieza de la
muestra.

Por lo anterior, conforme nos acercamos a niveles bajos del intervalo de
trabajo aceptable para el método, la incertidumbre de las mediciones
tiende a incrementarse, representando una fraccion sustancial del
resultado analitico de inicio y, conforme se disminuye aun mas la
concentracion, la magnitud de la incertidumbre asociada es tal que
puede incluir en su intervalo al valor de cero, de tal forma que representa,
en términos reales, el punto final mas bajo del intervalo practico de
trabajo. Lo anterior, implicaria que la aplicacion mas importante del
Limite de Cuantificacion es el establecimiento de un valor numérico
de concentraciones a partir de las cuales el desempefio del método
resulta insuficiente para una medicion aceptable, por lo que no deberia
tenerse confianza en mediciones realizadas de manera cuantitativa en
esa region del intervalo de trabajos.

3.5.3 ;Para qué tipo de métodos se
lleva a cabo la demostracion
de Limite de Deteccion?

En la mayoria de las referencias consultadas existe el consenso claro,
a partir de la definicion practica del Limite de Deteccion, de que la
demostracion de esta caracteristica de desempefio debe realizarse
para Métodos Analiticos cuya aplicacion implique la determinacion de
niveles bajos del analito, sin necesariamente buscar su cuantificacion,
es decir, en pruebas de impurezas limite® 2,
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3.5.4 ;:Como se determina el Limite de
Deteccion de un Método Analitico?

Se han propuesto diferentes alternativas para la determinacion del Limite
de Deteccion, las cuales dependen primordialmente del tipo de técnica
analitica (instrumental o no instrumental) y de la aplicacion deseada del
metodo* 7.

El alcance mas sencillo para la determinacion del Limite de Deteccion,
empleado principalmente (pero no Unicamente) para Metodos
Analiticos no instrumentales, consiste en el analisis de muestras con
concentraciones conocidas del analito, estableciendo en orden de
concentracion decreciente en cual de ellas se tiene el nivel minimo
en el cual el analito puede ser detectado de manera “confiable’. Este
metodo, se denomina como el método de evaluacion visual, y se puede
ejemplificar con la figura 3.7, donde se muestran tres cromatogramas de
concentracion descendente de glibenclamida® en los cuales, a juicio
del analista, el Limite de Deteccion podria ser aquella concentracion a
partir de la cual se obtiene el cromatograma B o el C, es decir, de manera
arbitraria, se puede definir un valor para el Limite de Deteccion, que no
necesariamente implicaria una logica que permita cubrir el concepto de
la cota delintervalo de trabajo aceptable. Esa arbitrariedad, es la principal
limitante de este método para determinar Limite de Deteccion.

Una aplicacion muy sencilla de este método para la determinacion
del Limite de Deteccion seria aquella en donde el método tiene como
objetivo determinar una impureza en un valor limite, y por lo tanto la
determinacion del Limite de Deteccion seria aquella en donde Unicamente
se corroboraria que el método permite efectivamente determinar la
presencia del analito experimentalmente en las condiciones establecidas.
Como ejemplo, si se menciona en un protocolo para la determinacion de
impurezas de conformidad con las guia Q3A a Q3C?28, que el umbral de
deteccion aceptado es de 0.1% (Tabla 3.18), entonces las determinaciones
de la ultima columna de dicha tabla permitirian fundamentar que el Limite
de Deteccion del método es efectivamente el establecido en el protocolo.
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Figura 3.7 Cromatogramas de glibenclamida en
concentraciones de 1 (A), 0.1 (B) y (0.05) C ng/mL,




CGapitulo 3 Caracteristicas de desempefio analitico demostrables

Tabla 3.18 Determinacion de
impurezas en un farmaco nuevo®.

Valores
obtenidos
de impureza
en la prueba
limite (mg)
Deteccion

©
N
[}
S
=]
Q.
E

Umbral de
reporte
Umbral de
identificacion
que permiten
establecer
el Limite de

o]
—

o
)
i

A
10
]

Umbral de
cuantificacion

©
E
X
‘@
€
1o
(%)
o
o}

0.1% 0 1.0
mg/dia
o } 015010
<2mg 0.05% (cualquiera mg/dia >0.200 mg
que sea el
mas bajo)
>2 mg 0.03% 0.05% 0.05% > 0.100 mg

El segundo método recomendado para la determinacion del Limite
de Deteccion es aquel fundamentado en la relacion seial-ruido de
la respuesta®. Resulta claro que solamente puede ser aplicado para
aquellos Metodos Analiticos instrumentales donde es posible obtener
una linea base que derive en el calculo de la relacion sefal a ruido. La
determinacion se realiza comparando las senales medidas a partir de
muestras que contienen al analito en concentraciones bajas conocidas
con las mediciones del ruido obtenidas a partir de blancos analiticos.
Se ha establecido de manera convencional que el Limite de Deteccion
sera aquel donde se obtenga al menos una relacion senal-ruido de (2:1),
aunque en algunas referencias se prefiere una relacion (3:1), ya que con
ese valor la posibilidad de que el intervalo de concentraciones del analito
en el Limite de Deteccion contenga al valor de cero se reducet 32 En
la Tabla 3.19, se muestra el calculo de la relacion senal-ruido para los
cromatogramas de la Figura 3.7. Como puede observarse en esta Tabla, la
relacion senal a ruido mayor a 2.0 se cumple para el cromatograma B, no
asi para el C, por lo que el Limite de Deteccion, con base en este criterio,
seria de 0.1 mg/mL.
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Tabla 3.19 Relacion senal-ruido para
los cromatogramas de la Figura 3.7.

ABC de la
sefal de ABC del ruido Relacion
glibenclamida (mAu’seg) sehal:ruido
(mAu*seg)

Cromatograma

A 101.3 10.93:1.00
B 20.19 0.26 2.18:1.00
C 6.73 0.73:11.00

Una tercera forma de aproximacion a la determinacion del valor del
Limite de Detecciodn es la que se fundamenta en la relacion que existe
entre la desviacion estandar de la respuesta analitica y la pendiente de
la curva concentracion vs respuesta® © 72 E| Limite de Deteccion, tendria
un valor establecido de acuerdo con la Ecuacion 3.29:

_33$

L
b Ecuacion 3.29

Donde:
LD = Limite de deteccion del método.
S = Desviacion estandar de la respuesta.

b = Pendiente de la curva concentracion vs respuesta.
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Para el caso de la pendiente, se utilizara la de la curva concentracion
vs respuesta. La desviacion estandar puede calcularse en dos distintas
formas:

a) Construyendo una curva concentracion vs respuesta utilizando
muestras que contengan al analito en el intervalo de concentraciones
del Limite de Deteccion. La desviacion estandar residual de la curva
de regresion o la desviacion estandar de la ordenada al origen pueden
ser utilizadas como desviacion estandar de la respuesta. En este
metodo, toda vez que las concentraciones a determinar son bajas,
puede encontrarse que los niveles mas altos de la curva tengan una
mayor influencia en los valores de la desviacion estandar (es decir, que
se presente heterocedasticidad en la curva), por lo que se requiere
un mayor numero de niveles en la curva que durante el calculo de
Linealidad (al menos ocho niveles)*®.

En la Tabla 3.20 se presentan los datos de la curva concentracion vs
respuesta para un analito cuantificado por CLAR en fase reversa, con
deteccion UV, en concentraciones cercanas a su Limite de Deteccion.

Tabla 3.20 Valores de concentracion vs respuesta para la
determinacion de Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion
de un Método Analitico por CLAR en fase reversa.

Concentracion Respuesta 1 Respuesta 2 Respuesta 3
(ng/mL) (mAu’seg) (mAu’seg) (mAu’seg)
1000 101.3 102.3 1019
800 822 821 832
700 70.8 709 714
600 63.4 60.9 633
500 49.5 472 471
400 422 391 391
300 29.3 282 283
200 239 21.9 222

100 8.2 85 83
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Con los datos de la Tabla 3.20, se calcularon los resultados de la Tabla 3.21:

Tabla 3.21 Resultados de la regresion lineal
por minimos cuadrados de la Tabla 3.20.

Ordenada al origen -1.01 mAuU’seg
Pendiente 0.1031 mAuU’seg'mL/ng
Coeficiente de correlacion 0.9980
Varianza de los valores de x 7948717
Varianza de los valores de y 849.75
Numero de observaciones 27
Varianza residual de la regresion 5.029
Desviacion estandar residual de la regresion 2.242

Con el valor de la pendiente y de la desviacion estandar residual de la
regresion, se calcula el Limite de Deteccion:

—) =71.76 ng/mL
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b) Analizando una serie de blancos analiticos y calculando la desviacion
estandar de dichas respuestas. En este caso, resulta claro que este
metodo solo puede aplicarse donde se llega a obtener una respuesta
a partir de los blancos analiticos* 3 7.

De ambos métodos, el que resulta ser mas preciso para el calculo de Limite
de Deteccion es el de la desviacion estandar de la curva de regresion.

3.6 Limite de Cuantificacion del
Meétodo Analitico

3.6.1,Qué es el Limite de Cuantificacion
del Método Analitico?

El Limite de Cuantificacion de un Método Analitico se define como la
menor cantidad del analito en una muestra que puede ser determinada
cuantitativamente con una adecuada precision y Exactitud’. En términos
de incertidumbre de la medicion, se menciona que la determinacion del
Limite de Cuantificacion tiene como fin el establecer el minimo valor de
concentracion en el que una medicion aplicando el método establecido
sera confiable cuantitativamente3-=.

3.6.2 ;Por qué demostrar el Limite de
Cuantificacion de un Méetodo Analitico?

La variabilidad que puede esperarse de un Método Analitico aplicado a
la cuantificacion de un compuesto en concentraciones bajas es mayor
que aquella que puede esperarse para un metodo cuyo objetivo es la
valoracion del contenido de activo en un polvo o en un medicamento3®. El
efecto del incremento de la variabilidad al disminuir las concentraciones
fe observado por Horwitz cuando conjunto los resultados de una serie
de estudios colaborativos en los que se emplearon diferentes técnicas
analiticas en diversos intervalos de concentracion de trabajo para
analitos diversos®. La relacidon que observo Horwitz esta representada
por una grafica clasica en analisis farmaceutico, denominada “trompeta
de Horwitz" (Figura 3.8). A partir de ella, es posible concluir que sin
importar la naturaleza del analito o del material de prueba, el principio del
incremento de la variabilidad del método en funcion de la disminucion de
la concentracion del analito en la muestra es una constante.
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Reproducibilidad del %CV

Log de la concentracion del analito

Figura 3.8 Ejemplo de la "trompeta de Horwitz"#.

Por lo anterior, y siguiendo el mismo razonamiento que para el Limite de
Deteccion, conforme nos acercamos a niveles bajos del intervalo de
trabajo aceptable para el método, la incertidumbre de las mediciones
tiende a incrementarse, representando una fraccion sustancial del
resultado analitico de inicio, por lo que resulta indispensable, a partir
de la determinacion del Limite de Cuantificacion, conocer el menor
nivel de concentracion en el cual es posible concluir que se mantiene la
capacidad cuantitativa del método, es decir, la concentracion mas baja
en la cual las determinaciones cuantitativas son aun confiables® © 2,

3.6.3 ;Para qué tipo de métodos se
lleva a cabo la demostracion
de Limite de Cuantificacion?

En la FEUM, se establece que su utilizacion se limita unicamente a los
meétodos Categoria 115 Sin embargo, esto implicaria la necesidad de
que un método para la determinacion de impurezas como limite fuera
cuantitativo, lo que no necesariamente es correcto. Por lo anterior, puede
establecerse que la demostracion de esta caracteristica de desempefio
debe realizarse para Métodos Analiticos cuantitativos de rutina cuya
aplicacion implique la determinacion de concentraciones bajas del
analito, es decir, en métodos tales como las pruebas de impurezas
cuantitativas*®7.
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3.6.4 ;:Como se determina el Limite de
Cuantificacion de un Método Analitico?

Se han propuesto diferentes alternativas para la determinacion del
Limite de Cuantificacion, las cuales dependen primordialmente del tipo
de técnica analitica (instrumental o no instrumental) y de la aplicacion
deseada del método (cuantificacion de impurezas o pruebas limite de
impurezas):7.

Elalcance mas sencillo para la determinacion del Limite de Cuantificacion,
empleado principalmente (pero no Unicamente) para Metodos
Analiticos no instrumentales, consiste en el analisis de muestras con
concentraciones conocidas del analito, estableciendo en orden de
concentracion decreciente en cual de ellas se tiene el nivel minimo en el
cual elanalito puede ser detectado de manera “confiable”. Este método, se
denomina como el método de evaluacion visual, y se puede ejemplificar
tambien con la figura 3.8, donde se muestran tres cromatogramas de
concentracion descendente de glibenclamida® en los cuales, a juicio del
analista, el Limite de Cuantificacion podria ser aquella concentracion a
partir de la cual se obtiene el cromatograma A o el B, es decir, de manera
arbitraria, se puede definir un valor para el Limite de Cuantificacion, que no
necesariamente implicaria una logica que permita cubrir el concepto de
la cota delintervalo de trabajo aceptable. Esa arbitrariedad, es la principal
limitante de este método para determinar Limite de Cuantificacion.

El segundo método recomendado para la determinacion del Limite de
Cuantificacion es aquel fundamentado en la relacion senal-ruido de
la respuesta. Resulta claro que este método, al igual que ocurre con la
determinacion del Limite de Deteccion, solamente puede ser aplicado
para aquellos Métodos Analiticos instrumentales donde es posible
obtener una linea base que derive en el calculo de la relacion senal a ruido.
La determinacion se realiza comparando las senales medidas a partir de
muestras que contienen al analito en concentraciones bajas conocidas
con las mediciones del ruido obtenidas a partir de blancos analiticos. Se
ha establecido de manera convencional que el Limite de Cuantificacion
sera aquel donde se obtenga al menos una relacion sefal-ruido de (10:1)*3
3 En la Tabla 3.19, se muestra el calculo de la relacion senal-ruido para los
cromatogramas de la Figura 3.7. Como puede observarse en esta Tabla, la
relacion senal a ruido mayor a 10 se cumple para el cromatograma A, no
asi para los otros, por lo que el Limite de Cuantificacion, con base en este
criterio, seria de 1.0 mg/mL.
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Una tercera forma de aproximacion a la determinacion del valor del Limite
de Cuantificacion es la que se fundamenta en la relacion que existe entre
la desviacion estandar de la respuesta analitica y la pendiente de la curva
concentracion vs respuestas® 3, El Limite de Cuantificacion, tendria un
valor establecido de acuerdo con la Ecuacion 3.30:

_ 108

L
b Ecuacion 3.30

Donde:
LC = Limite de cuantificacion del método.
S = Desviacion estandar de la respuesta.

b = Pendiente de la curva concentracion vs respuesta.

Para el caso de la pendiente, se utilizara la de la curva concentracion vs
respuesta. La desviacion estandar puede calcularse en las dos formas
que ya se mencionaron para el Limite de Deteccion:

a) Construyendo una curva concentracion vs respuesta utilizando
muestras que contengan al analito en el intervalo de concentraciones
del Limite de Cuantificacion. La desviacion estandar residual de la
curva de regresion (S . que se calcula a partir de la ecuacion 3.12) o
la desviacion estandar de la ordenada al origen pueden ser utilizadas
como desviacion estandar de la respuestat’.

Si se utilizan de nuevo los resultados obtenidos (Tabla 3.21) para los datos
de la Tabla 3.20, se puede calcular el valor del Limite de Cuantificacion:

=1 10(%} 217.45 nglmL

b 0.1031

b) Analizando una serie de blancos analiticos y calculando la desviacion
estandar de dichas respuestas. En este caso, resulta claro que este
metodo solo puede aplicarse donde se llega a obtener una respuesta
a partir de los blancos analiticos*37.
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De ambos meétodos, el que resulta ser mas preciso para el calculo de
Limite de Cuantificacion es también el de la desviacion estandar de la
curva de regresion.

3.7 Robustez del Método Analitico

3.1.1,Qué es la Robustez del Método
Analitico?

La Robustez se refiere a la capacidad del Método Analitico de
permanecer inalterado en cuanto a sus resultados una vez que se
presentan variaciones pequenas, pero deliberadas, en sus condiciones
normales de operacion* ®7. Es sumamente importante aclarar, que por
condiciones normales de operacion nos referimos a factores inherentes
a la operaciéon del método, y que durante su operacion normal pueden
variar de manera comun (temperaturas, valores de pH, velocidades de
flujo de fase movil, entre otros). No se consideran en esta categoria los
factores investigados durante los estudios de precision mismos que, por
definicion, son externos al método (analistas, dias de trabajo, laboratorios,
equipos).

3.1.2 ; Por qué demostrar la Robustez
de un Método Analitico?

La demostracion de la Robustez del método es necesaria como una
medida importante de la confiabilidad de los resultados que se obtienen
con el mismo. Puede aseverarse lo anterior, porque durante la operacion
cotidiana en el laboratorio analitico, habra procesos especificos que
forman parte de un determinado procedimiento (método) analitico
que, si no se controlan con suficiente cuidado, potencialmente tendran
un efecto sobre el desempeio del mismo, dando lugar a la obtencion
de resultados analiticos erroneos®.
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Para definir los factores que han de estudiarse durante un estudio de
Robustez, es necesario el conocimiento del procedimiento analitico de
manera completa, de sus fundamentosy, por lo tanto, de aquellos factores
que podrian considerarse como criticos en su desempeno. De manera
enunciativa, mas no limitativa, en la Tabla 3.22 se mencionan algunos de
los factores que podrian considerarse criticos en el desempeno cotidiano
del Metodo Analitico y que, a su vez, podrian formar parte de un estudio
de Robustez, de acuerdo con algunas técnicas empleadas de manera
comun en el laboratorio de analisis farmaceutico®34,

Resulta necesario realizar una aclaracion con respecto a otro parametro
que normalmente tiende a confundirse con el de Robustez, que es el de
Tolerancia. De acuerdo con la FEUM, la Tolerancia del Método Analitico
es el grado de Reproducibilidad de los resultados de prueba obtenidos
del analisis de una misma muestra cuando se realizan las mediciones
bajo diferentes condiciones de analisis, tales como laboratorios, marcas
de reactivos, entre otros. Apegados a dicha definicion, la Tolerancia
representaria primordialmente lo que la guia Q2 de la ICH define como
Reproducibilidad del Método Analitico, de manera conjunta con lo que
en la misma guia se denomina Robustez, lo que genera confusion. En una
definicion mas clara, la Tolerancia puede definirse como la habilidad
para reproducir el Método Analitico en diferentes laboratorios o
bajo circunstancias diferentes sin que ocurran por ello diferencias
inesperadas entre los resultados obtenidos3>¥.
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Tabla 3.22 Factores que podrian considerarse
criticos durante un estudio de Robustez.

Técnica analitica

Disolvente

pH de la solucion
Temperatura
Longitud de onda

Espectroscopia

% de agua en la fase movil
% de modificador organico en la fase movil
pH de la fase movil

Temperatura
Cromatografia de Velocidad de flujo
Liquidos de Alta Fuerza ionica del amortiguador

Resolucion (CLAR)  Concentracion de aditivos en la fase movil
Exactitud en el volumen de inyeccion
Tiempo de equilibrio del sistema
Edad de la columna
Condiciones de la deteccion

Sistema de deteccion del punto final empleado
Temperatura

Concentracion de reactantes

Calidad de los estandares

Volumetria

Temperatura de los diferentes componentes
Velocidad de flujo del gas

Velocidad de calentamiento

Presion de la columna

Preparacion de la muestra

Cromatografia de
gases
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3.1.3 ;Para qué tipo de métodos se lleva a
cabo la demostracion de Robustez?

La demostracion de esta caracteristica de desempeno debe realizarse
para todos los Métodos Analiticos, bajo el supuesto de que el mejor
control de los factores criticos del procedimiento analitico permitira
mantener la confiabilidad de los resultados analiticos durante el
periodo de uso del método. Debe tomarse siempre en cuenta el tipo
de técnica analitica a emplear y el equipo, materiales e instrumentos
asociados a la misma®®7.

En ocasiones, la determinacion de Robustez se conjuga (de ser necesario)
con lade Tolerancia. La demostracion de la Tolerancia del Método Analitico
no es un parametro obligatorio, y mucho menos que se requiera de
manera comun durante un estudio de Validacion pero, al igual que con la
Robustez, puede representar una medida importante de la confiabilidad
de los resultados que se obtienen con el Método Analitico cuando este
es transferido entre laboratorios, o cuando se varian condiciones que no
son intrinsecas a la operacion del método, pero que si pueden llegar a
afectar sus resultados, como serian marcas de reactivos, proveedores o
tipos de columnas, entre otros3+.

3.1.4 ;Como se determina la Robustez
de un Metodo Analitico?

De manera general, la determinacion de Robustez de un Método
Analitico puede consistir de dos etapas, la primera inicia desde la fase
de desarrollo del mismo, y la segunda concluye durante el estudio de la
Validacion del método.

3.7.4.1 Determinacion de Robustez
durante la etapa de desarrollo
del Méetodo Analitico

Con relacion a la determinacion de Robustez del método durante la
etapa de desarrollo del mismo, esta depende de la estrategia seguida
para conocer las condiciones mas adecuadas para cada uno de los
procesos involucrados en el procedimiento analitico general. Partimos
del hecho que, durante la etapa de desarrollo del método, es cuando
se conocen los factores criticos que pueden afectar el desempeiio
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cotidiano del mismo, ya que son los que normalmente se modifican
durante la implementacion, para arribar al mejor resultado analitico.
Si se sigue un disefio de experimentos para obtener las condiciones de
analisis generales o para la optimizacion del mismo método, es posible
conocer de manera relativamente sencilla los factores criticos del Método
Analitico en particular, y tenerlos en consideracion como parte de la
informacion del protocolo de Validacion del método para, si es necesario,
comprobar de nueva cuenta el grado en que pueden o no modificar la
respuesta analitica. A pesar de que una explicacion minuciosa de la
herramienta de diseno de experimentos escapa a los alcances de este
libro, como ejemplo de lo anterior, se han realizado estudios de desarrollo
de Métodos Analiticos utilizando diseno de experimentos para un metodo
por CLAR para la valoracion de un farmaco como materia prima. El diseno
se muestra en la Tabla 3.23. Al analizar los datos del diseno mediante
el programa Statgrphics Centurion, se obtuvo el Diagrama de Pareto
estandarizado® que se muestra en la Figura 3.9, donde es posible observar
que el factor critico en la variable de respuesta (tiempo de retencion) para
este metodo es la velocidad de flujo, por lo que el Método Analitico podria
no ser robusto (es decir, no mantenerse inalterado en sus resultados) ante
variaciones en las condiciones de flujo de la fase movil.

Tabla 3.23 Diseno de experimentos para el desarrollo
de un Método Analitico por CLAR para la valoracion
de un farmaco como materia prima.

Factores experimentales

Variable de

respuesta
Velocidad de

flujo (mL/min) el

0.50 40 4.0

Tiempo de
075 45 45 retencion
1.00 50 5.0
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Cabe aclarar que, si durante el desarrollo del Método Analitico no se
siguio una estrategia ordenada para conocer las variables que afectan a la
respuesta analitica deseada, sera muy dificil tener informacion acerca de
los factores que afectan la Robustez del método.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Tr

A:Velocidad de flujo
C:pH
B:% de Metanol

AC
AB

Figura 3.9 Diagrama de Pareto estandarizado para el
diseno de experimentos mostrado en la Tabla 3.23.

3.1.4.2 Determinacion de Robustez
durante la etapa de Validacion
del Método Analitico

Durante la etapa de Validacion del Meétodo Analitico, se evaluara
formalmente la Robustez considerando los factores que se sabe son
criticos para el desempeno del método. El estudio de Robustez implica
variar de manera deliberada, en el intervalo de niveles esperados, los
factores que se consideran criticos para la obtencion de los resultados
analiticos, generar dichos resultados y analizar si las variaciones
presentan o no un impacto significativo en la respuesta.
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Uninconveniente de este tipo de estudios radica en que si se sabe que son
varios los factores que pueden ser criticos en el desempeno del método,
y ademas deben realizarse, como la definicion lo establece, variaciones
pequenas pero deliberadas en los niveles de dichos factores para
conocer si se presenta Robustez en el método, el estudio de cada factor
por separado haria casi imposible el conducir este tipo de experimentos.
Se recomienda que, si se analizan pocos factores a la vez, estos sean
comprobados por separado, determinando si la variacion esperada de
la magnitud de tales factores puede influir en realidad en los resultados
analiticos. Por ejemplo, si en un Método Analitico por Espectrofotometria
UV se supiera que los unicos factores criticos que tienen potencial de
producir variaciones en la respuesta al variar la magnitud del factor son
los que se presentan en la Tabla 3.24:

Tabla 3.24 Factores a considerar en un estudio
de Robustez de un Metodo Analitico por
Espectrofotometria UV,

Niveles extremos que se
espera pueda tomar el factor
en las condiciones normales de
operacion

Nivel del factor
en la operacion

normal del
método

A: Longitud
de onda de la 254 252 256
lectura
B: pH del
amortiguador 70 o8 72
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El estudio de Robustez podria consistir unicamente en analizar muestras
variando las condiciones descritas en la Tabla 3.24, y comparando la
medida en que sus resultados difieren del resultado en condiciones de
trabajo normales. Este analisis, podria realizarse mediante la comparacion
de la diferencia de las medias de las muestras que ya se ha descrito
anteriormente, y que se presenta para comodidad del lector de nueva
cuenta en la ecuacion 3.316 ™

Ecuacion 3.31

Donde:

Y, = Promedio de los resultados de muestras analizadas variando un nivel
del factor.

Y, = Promedio de los resultados de muestras analizadas en las condiciones
originales.

A = Valor de la hipétesis nula,que en este caso es de 0.
S, = Desviacion estandar ponderada de las muestras.

n. = humero de observaciones para las muestras analizadas variando el nivel
del factor.

n, =numero de observaciones para las muestras analizadas en las condiciones
originales.

El calculo de la desviacion estandar ponderada se lleva a cabo partiendo
del supuesto de que las varianzas son desconocidas, pero iguales,
utilizando para ello la ecuacion 3.32.

[((nF = 1)SF) + ((ng — 1)5 )]

ng+ng—2

Ecuacion 3.32
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Donde:
S, = Desviacion estandar ponderada de las muestras.

n. = Numero de observaciones para las muestras analizadas variando el nivel
del factor.

n, = Numero de observaciones para las muestras analizadas en condiciones
originales.

S? = Varianza de los resultados de las muestras analizadas variando el nivel
del factor.

S} = Varianza de los resultados de las muestras analizadas en las condiciones
originales.

La hipotesis nula que se desea comprobar en todos los casos es:

H. Los resultados analiticos promedio obtenidos de las muestras en las
que se modifico el nivel del factor no difieren de aquellos obtenidos con
muestras analizadas en condiciones originales.

Si se cumple la hipdtesis nula, entonces se puede expresar en los
siguientes términos:

Ho: 1= Ho - 1y = 1= 0

H:p,#u, - p,—p,#0

Donde:

u,. Promedio de la poblacion de resultados de muestras analizadas variando
el nivel del factor.

u,: Promedio de la poblacion de los resultados de muestras analizadas en
condiciones originales.

Ahora bien, si en un Método Analitico por CLAR se tuvieran como factores
criticos todos los que se mencionaron en el apartado correspondiente de
la Tabla 3.22, se tendrian que analizar 10 factores, en tres niveles cada uno
de ellos, lo que daria como resultado realizar al menos 30 experimentos

143
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con 20 diferentes comparaciones estadisticas, algo que resulta impractico.
A partir de lo anterior, cuando el numero de factores a analizar en el
estudio de Robustez es grande, resulta comun recurrir a disefios de
experimentos de cribado, tales como el de Packett-Burman3® o como
los factoriales fraccionados, para disminuir de manera significativa
el numero de corridas analiticas y asi obtener una estimacion mas
adecuada de la Robustez del método considerando todos los factores
involucrados.

En el disefio de tipo Plackett-Burman el nimero de experimentos (n) es
siempre un multiplo de 4. ELnumero de factores (f) que pueden estudiarse
en este tipo de disenos es n-1. Los disenos utilizados de manera comun
tienen una n=8 o n-=12, lo que permite analizar a la vez 7 u 11 factores3.
Como ejemplo para el desarrollo de este tipo de disefios experimentales,
se presenta en la Tabla 3.25 una serie de factores a considerar, con sus
respectivos niveles a analizar, para un Método Analitico por CLAR para
cuantificar un farmaco como materia prima (valoracion)® 7,

Para el ejemplo de la Tabla 3.25, se tienen 8 factores, y por lo tanto se
utilizara un diseno con n=12 experimentos. Como se podia tener un
maximo de 11 (n-1) factores, quedan 3 sin definir, a los que se les denomina
factores dummy, falsos o imaginarios, que son utilizados para estimar el
error experimental. Las corridas experimentales a realizar son las que se
definen en la Tabla 3.26; para la construccion de este tipo de tablas, es
comun valerse de un programa estadistico que permita aleatorizar los
experimentos a realizar, para evitar efectos de acarreamiento o tiempo
en algunos de ellos. Cabe aclarar, que en estos disenos, no se utilizan
comunmente los niveles normales de operacion de los factores, sino
niveles bajo (-, Tabla 3.25) y alto (+, Tabla 3.25) que se espera pueda tomar
cada factor en las condiciones de operacion del metodo.
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Tabla 3.25 Factores a considerar en un estudio de
Robustez de un Método Analitico por CLAR.

Niveles extremos que se
espera pueda tomar el factor
en las condiciones normales

de operacion

Nivel del
factoren la

Factor operacion
normal del
método

A: Velocidad de flujo

de la fase movil 15 14 1.6
(mL/min)
B: pH del
amortiguador 70 o 72

C: Temperatura de

la columna 22 20 24
D: % de
amortiguador en la 65 63 67
fase movil
E: % de modificador
organico en la fase 35 37 33
movil
F: Concentracion
del amortiguador 25 23 27
(mM)
G: Longitud de onda . o=5 58
de la deteccion (nm) 54 5 S
H: Concentracion
1 0.9 11

del par ionico (mM)
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Tabla 3.26 Diseno Plackett-Burman para
examinar 11 factores en 12 experimentos, a
partir de los datos de la Tabla 3.25.

S H H I H H I

1 + + = + + + = - - aF -
2 = + + - + + + - - - +
3 + = + + = + + + = = -
4 - + = + + = + + + = =
5 - = + = + + - + + + -
6 = = = + - + + - + + +
7 + = = = + - + + - + +
8 + + - - = + - + + = +
9 + + + = = = + = + + =
10 - + + + = = = + = + +
11 + = + + + = = = + = +
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La tabla 3.26 permite definir las 12 corridas experimentales a realizar, y a
partir de ellas se obtienen los resultados de cada n-ésimo experimento
(y.), mismos que permiten obtener el contraste (C) para cada factor (f), de
acuerdo con las ecuaciones 3.33 a 3.43.

O A e R S R RS S I IR D N - - cin 333
CosV VoYY, Y YoV YtV VY. [ 334
O s s e s A T RS RS S T O - ... 335
O 0 s 0 T T I T R RS OIS T - - cion 336
CeV VoYY YV Ve Yo Vi VY [
O N R R T s P s O DR - - i 3.38

CG=y1+y2+y3+y4_y5+y6+y7_y8+y9_y1o_y11_y12 Ecuacion 3.39

CH='yl'y2+y3+y4+y5_y6+y7+y8_y9+y1o_y11_ylz Ecuacion 3.40
Cs VoYY Y YV VeV gV [t

CJ=y1_ye_y3—y4+y5+y6+y7_y8+y9+y10+y11_y12 Ecuacion 3.42

C=-Y, B2P TR IR P PP TR P ISP I o cion 3.43
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Para ejemplificar el calculo de los contrastes para cada factor, en la Tabla
3.27 se presentan resultados hipotéticos para la variable de respuesta
tiempo de retencidon para cada experimento, asi como los calculos de
contraste para cada factor:

Tabla 3.27 Resultado de los experimentos planteados en la
Tabla 3.26 y contrastes calculados para cada factor.

Factores

=
E

Tiempo de

=
50
o
c Q@
O £
S =
g8
- X
[0

35 s | ¢ - . + o I a . i
43 1 °v ° 1P 1P 1P 1 1 i .
48 + = + o _ " N . B . )
32 = + - + @ _ . . . _ _
33 = - + - + + - + + + -
36 - - = + - + + - + + +
42 + = = . . - " . . " 5
48 + + B = - + - + + - +
49 + + + - - - + - + + -
33 = + + + - . - + - + +
31 + = + + + - - _ + _ -
34 = - = - _ _ _ _ _ . .
%(:)r:tfr:(fttcfrs 16 1 34 32 22 36 08 -06 -08 02
Suma de

cuadrados 1470 0213 0083 0963 0853 0403 1080 0053 0030 0053 0.003
del factor
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Con la ecuacion 3.44, se calcula la suma de cuadrados para cada factor:

Ecuacion 3.44

Donde:

C,= Contraste de cada factor f.

n = numero de experimentos.

La suma de cuadrados de cada factor se presenta en la Tabla 3.27.

Se calcula ademas suma de cuadrados del error con los factores dummy
a partir de la ecuacion 3.45:

Ecuacion 3.45

Donde:
C,= Contraste de cada factor dummy d.
n = numero de experimentos.

El calculo de la suma de cuadrados del error, seria el siguiente:

SC,=0.030+0.053+0.003=0.086

LLa media de cuadrados del error se calcula con la ecuacion 3.46:
SC,
MC =—=
G d Ecuacion 3.46

Donde:
SC, = Suma de cuadrados del error.

d = Numero de factores dummy.
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Para este ejemplo, la media de cuadrados del error es:

MC, = @ =0.028

Para cada factor, se obtiene su valor de F con la ecuacion 3.47:

calculada’

_MC,

C]
Fcalculada M C
e

Ecuacion 3.47

El valor de media de cuadrados de cada factor es igual a su suma de
cuadrados, ya que solo le corresponde un grado de libertad. La F_,_ ...
se contrasta con elvalorde F,_,, | .,y si es mayor a ésta, se presenta un
efecto del factor sobre la Robustez del método. En este ejemplo, como se
muestra en la Tabla 3.28, se observa que ningun factor tendria un efecto
significativo sobre la variable de respuesta tiempo de retencion, con un
nivel de confianza del 95%.

Tabla 3.28 Valores de F calculada para cada factor
probado en el diseno propuesto en la Tabla 3.26.

5088 738 288 3335 2054 1396 3738 185

calculada

5555

F0-95- 13




[}am’tulo 3 Caracteristicas de desempeno analitico demostrables

Un factor que representa especial interés durante la determinacion
de la Robustez del método, es el periodo durante el cual la muestra
analitica permanece estable. El interés en la evaluacion de la muestra
analitica surge debido a la necesidad que se tiene, en muchas ocasiones,
de almacenar la muestra durante un periodo de tiempo después de
que se ha preparado para su analisis, tal vez como consecuencia de la
secuencia de analisis que necesariamente se encuentra en un analisis
automatizado (por, ejemplo, el tiempo de analisis de tres muestras por
CLAR con inyeccion automatica, con una corrida analitica que dura un
tiempo prolongado) o como resultado de la necesidad de analizar un
grupo de muestras de manera conjunta como parte de un protocolo de
trabajo establecido (por ejemplo, muestras de fluidos biologicos en un
estudio de biodisponibilidad).

Una forma de realizar un estudio de la estabilidad de la muestra para
metodos de rutina en el analisis farmaceutico, consiste en preparar un
grupo de muestras que se analizan de manera conjunta en un intervalo de
tiempo reducido (el numero de muestras dependera deltiempo de analisis
entre cada una de ellas) y una vez analizadas las muestras, se almacenan
en las condiciones requeridas, para ser reanalizadas una vez transcurrido
el periodo de tiempo que, a juicio de quien valida el metodo, sea
requerido. Las condiciones y el tiempo de almacenamiento dependeran
de las necesidades que se presentan comunmente con dichas muestras,
por ejemplo, si de manera cotidiana se requiere analizar 10 muestras por
CLAR en un laboratorio, y el tiempo de corrida de cada muestra es de
15 minutos, el estudio de estabilidad debera permitir demostrar que las
muestras son estables al menos durante 150 minutos antes de su analisis;
como otro ejemplo, es posible que las muestras sean preparadas y, por
alguna razon, deban almacenarse hasta su analisis al otro dia, por lo que
se debera demostrar si las muestras son estables durante todo el intervalo
de tiempo que transcurre desde su preparacion hasta la conclusion de su
analisis, en las condiciones de almacenamiento requeridas (refrigeracion,
mesa de laboratorio, resguardadas de la luz, o las que correspondan)*”.

Para la demostracion de la estabilidad mediante el analisis y posterior
reanalisis de las mismas muestras, se presenta el ejemplo de la Tabla
3.29, donde se tienen resultados del analisis por CLAR de muestras que
contienen un farmaco analizadas al tiempo inicial, y transcurridas cuatro
horas después de su preparacion.
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Tabla 3.29 Resultados de un estudio
de estabilidad de muestras analiticas.

Area bajo la curva del pico

cromatografico (mAu‘min) liEnEae 2 (El

entre las areas

bajo la curva

1 123456 122435 1021
2 124738 121456 3282
3 123421 122143 1278
4 122456 123543 -1087
5 124023 124789 -766
6 123043 122098 945
Promedio de las diferencias 778.83
Desviacion estandar de las diferencias 1579.18

Para evaluar la estabilidad de las muestras, se puede inferir con
respecto a la diferencia que existe entre el valor inicial y el valor final
de la respuesta obtenida, en este caso en particular, de las areas bajo
la curva. Si la muestra es estable, se supone que el promedio de las
diferencias es igual a cero, es decir:
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Donde:

u, Promedio de las diferencias entre las respuestas al inicio y al final del
periodo de almacenamiento.

La hipdtesis nula se puede comprobar a partir de la Ecuacion 3.48%%;

Ecuacion 3.4

Donde:

d - Promedio de las diferencias obtenidas experimentalmente entre las
respuestas al inicio y al final del periodo de almacenamiento.

u, = Promedio hipotético de las diferencias entre las respuestas al inicio y al
final del periodo de almacenamiento.

S, = Desviacion estandar de las diferencias calculadas.--

A partir de la ecuacion 3.48, se calcula el valor de t de Student:

_ 778.83-0

=0.493

1579.18

El valor obtenido, se contrasta en el intervalo de no rechazo para la
hipdtesis nula, que comprende de -t at . . Para el giemplo, el
intervalo va de -2.57 a 257 y, dado que la t de Student calculada es de
0.493, al no estar fuera de la region de no rechazo, se concluye que la

muestra es estable por 4 horas, con un 95% de confianza.
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3.8 Tolerancia del Método Analitico

3.8.1,:Qué es la Tolerancia
del Método Analitico?

De acuerdo con la FEUM?, la Tolerancia del Método Analitico es el grado
de Reproducibilidad de los resultados de prueba obtenidos del analisis
de una misma muestra cuando se realizan las mediciones bajo diferentes
condiciones de analisis, tales como laboratorios, marcas de reactivos,
entre otros. Apegados a dicha definicion, la Tolerancia representaria
primordialmente lo que la guia Q2 de la ICH define como Reproducibilidad
del Método Analitico, de manera conjunta con lo que en la misma guia
se denomina Robustez, lo que genera confusion. En una definicion mas
clara, la Robustez puede definirse como la habilidad para reproducir
el Método Analitico en diferentes laboratorios o bajo circunstancias
diferentes sin que ocurran diferencias inesperadas entre los resultados
obtenidos3435.

3.8.2 ;Por qué demostrar la Tolerancia
de un Método Analitico?

La demostracion de la Tolerancia del Método Analitico no es un parametro
obligatorio, y mucho menos que se requiera de manera comun durante
un estudio de Validacion pero, al igual que con la Robustez, puede
representar una medida importante de la confiabilidad de los resultados
que se obtienen con el Método Analitico cuando este es transferido entre
laboratorios, o cuando se varian condiciones que no son intrinsecas a la
operacion del metodo, pero que si pueden llegar a afectar sus resultados,
como serian marcas de reactivos, proveedores o tipos de columnas, entre
otros®.

Para definir los factores que han de estudiarse durante un estudio de
Tolerancia, es necesario, al igual que como ocurre con la Robustez, el
conocimiento del procedimiento analitico de manera completa, de sus
fundamentosy, por lo tanto, de aquellos factores que podrian considerarse
como criticos en su desempeno. La definicion de los factores a estudiar,
dependera primordialmente de las necesidades de los laboratorios
usuarios del método.
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3.8.3 ;Para qué tipo de métodos se lleva a
cabo la demostracion de Tolerancia?

La demostracion de Tolerancia de un Método Analitico resulta ser un
parametro que puede ser demostrado para cualquier tipo de Método
Analitico, tomando siempre en cuenta el tipo de técnica analitica a
emplear y el equipo, materiales e instrumentos asociados a la misma® .

3.8.4 ;Como se determina la Tolerancia
de un Método Analitico?

Un primer alcance para la determinacion de Tolerancia es aquel donde se
esta llevando a cabo un Método Analitico en diferentes laboratorios, y se
desea probar, entonces, la Reproducibilidad del Método Analitico. En tal
caso, la forma de determinar la Tolerancia podria apegarse a lo descrito
en la seccion 3.3.4.3 de este libro.

En una segunda instancia dentro de la misma definicion de Tolerancia,
nos enfrentariamos a un razonamiento y forma de proceder idéntica
que con la determinacion de Robustez, por lo que la metodologia y
sistemas de medicion que se han descrito en la seccion 3.7.4 de este libro
son aplicables en su totalidad al estudio de Tolerancia. De hecho, en la
practica, puede tenerse dificultad en diferenciar entre muchos de los
factores que se estudian por considerarse criticos en el desempeno de
un método durante la determinacion de Tolerancia y Robustez, por lo que
no es poco comun que en muchos laboratorios de analisis farmaceutico
se estudien conjuntamente Tolerancia y Robustez, sin sobrevalorar las
diferencias que existen entre ambos conceptos, bajo el entendido que lo
relevante es que se demuestra que el método permanece inalterado en
sus resultados cuando se varian en un intervalo estrecho, premeditado
y realista, los diferentes niveles de tales factores criticos. Por las razones
expuestas en este parrafo, no se considera necesario ahondar mas en
este parametro de desempeno 3,
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3.9 Resumen del Capitulo 3

Especificidad

e La Especificidad es la capacidad del Método Analitico para asegurar
la presencia del analito en la muestra de manera inequivoca, aun
cuando existan otros componentes que pudieran estar presentes en
la muestra.

e De la definicion de selectividad desaparece el término “"de manera
inequivoca’, y se habla de una gradualidad en la magnitud del
resultado con respecto a la magnitud real del mensurando en la
muestra.

e No existe un tipo de método (cuali o cuantitativo) para el que no se
deba demostrar la Especificidad.

La Especificidad de un ensayo de identidad se podra demostrar cuando:

e Se obtengan resultados positivos a partir de muestras que contienen
al analito,

e Se obtengan resultados negativos para muestras que no contienen
al analito.

En la demostracion de Especificidad de un Método Analitico cualitativo
para la determinacion de impurezas, el Método Analitico sera especifico
en la medida en que:

e Se obtengan resultados positivos a partir de muestras que contienen
a la impureza.

e Se obtengan resultados negativos para muestras que no contienen
a la impureza.
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e En los casos en los que no se cuenta con las impurezas, no se
conocen, o no estan disponibles, es posible someter muestras a
condiciones de estrés relevantes (tales como luz, humedad, hidrolisis,
oxidacion, entre otras) y comparar los perfiles de impurezas de las
muestras sometidas a estas condiciones con respecto a las muestras
originales. Otra posible oportunidad para demostrar la Especificidad
del metodo, es aquella en la cual el metodo cromatografico permite
la determinacion de la “pureza del pico”.

e Para la demostracion de la Especificidad en metodos para
valoracion, en los que se utilicen métodos que involucran una
técnica de separacion, la primera forma y mas sencilla de demostrar
la Especificidad es mediante la comprobacion de la separacion
completa entre todas las senales analiticas obtenidas (analito e
impurezas presentes en la muestra), cobrando de nuevo especial
relevancia la determinacion del valor para la resolucion entre picos
y, de ser necesario, demostrando la pureza del pico.

En el caso de que el Método Analitico no involucre una técnica de
separacion que permita la demostracion de la resolucion entre senales
analiticas, es posible seguir dos estrategias:

e Cuantificar al analito en muestras originales utilizando el Método
Analitico a validar y, por otra parte, a dichas muestras, adicionar
cantidades conocidas de las impurezas o interferencias y analizar
también en estas el contenido del analito aplicando el método
correspondiente (muestras adicionadas).

e Si no se conocen o0 no se cuenta con las impurezas o productos
que potencialmente interfirieran en los resultados cuantitativos,
comparando los resultados de muestras que contienen lasimpurezas
con un segundo Método Analitico ya caracterizado (establecido en
la farmacopea o ya validado).
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Linealidad

e La Linealidad se define como la capacidad del método de analisis
para brindar resultados que son directamente proporcionales a la
concentracion (cantidad) del analito en la muestra.

e La generacion de resultados cuantitativos a partir de un Método
Analitico requiere un modelo matematico que permita, en un
determinado intervalo de valores de concentracion o de cantidad
del analito presente en la muestra, demostrar que la relacion entre
dicha concentracion y la respuesta es proporcional.

e Lademostracion de Linealidad se lleva a cabo para los métodos de
analisis de tipo cuantitativo.

e Esta demostracion debe ser realizada en el intervalo de
concentraciones en el que se considera probable obtener un valor
para la medicion (misma que debera ser exacta, precisa y, por
supuesto, lineal), que se denomina intervalo de trabajo.

La determinacion de la Linealidad puede realizarse:

e Para el farmaco: Aplicando el Método Analitico a diluciones de una
solucion stock del mismo.

e Para el medicamento: Aplicando el Método Analitico a pesadas
independientes o diluciones de mezclas sintéticas de los
componentes del medicamento.
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e El primer analisis de datos a realizar sera la inspeccion visual del
diagrama de dispersion de los valores de y contra los valores de x.

e La manera mas comun de demostrar que existe una relacion
lineal entre una variable dependiente y la variable independiente
involucra el analisis de los datos por el método de regresion por
minimos cuadrados. Debe obtenerse, como minimo, los valores de
la pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacion.

Para el caso de la pendiente, lo deseable es que:

e Sea diferente de cero, cuando se analiza la regresion respuesta vs
concentracion,

e No sea diferente de 1, cuando se analiza la regresion concentracion
recuperada vs concentracion adicionada.

e Para el caso de la ordenada al origen es de esperarse, que su valor
sea estadisticamente igual a cero.

e Para el coeficiente de correlacion, se espera que su valor sea mayor
o iguala 0.99.

Precision

e La precision se define como el grado de dispersion que existe
entre una serie de mediciones del analito obtenidas a partir de la
aplicacion del Método Analitico a multiples alicuotas de la misma
muestra homogénea.
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e Se puede demostrar en tres niveles, que son la repetibilidad, la
Reproducibilidad y la Precision Intermedia.

e La repetibilidad se refiere al grado de dispersion de los resultados
analiticos obtenidos a partir del analisis multiple de la misma muestra
homogenea bajo las mismas condiciones de operacion del método.

e La Reproducibilidad se refiere al grado de dispersion de los
resultados analiticos obtenidos a partir del analisis multiple de la
misma muestra homogenea al variar en su totalidad las condiciones
de operacion del método.

e La Precision Intermedia se refiere al grado de dispersion de los
resultados analiticos obtenidos a partir del analisis multiple de la
misma muestra homogénea variando condiciones de operacion del
metodo (analista, dia, equipo de medicion, entre otras) dentro de un
mismo laboratorio.

e Es durante la determinacion de la precision que se busca llegar a
conocer la magnitud de error aleatorio a partir de las variaciones
en las observaciones repetidas del mensurando, determinadas en
multiples ocasiones.

e La demostracion de precision, al igual que en el caso de Linealidad,
se lleva a cabo para los métodos de analisis de tipo cuantitativo.

La repetibilidad del Metodo Analitico ha de demostrarse:

e Utilizando un minimo de nueve determinaciones que cubran el
intervalo especificado de trabajo para el metodo, o

e Utilizando un minimo de seis determinaciones en el centro del
intervalo de trabajo (100% de la concentracion de prueba).
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e No es poco comun encontrar que, en vez de la comparacion de los
valores de CV de forma directa para las combinaciones de fuentes
de variacion, se proponga el analisis de varianza (ANADEVA) para
demostrar estadisticamente tanto la Precision Intermedia como la
Reproducibilidad.

Exactitud

e La Exactitud de un Meétodo Analitico se define como el grado
de concordancia entre el valor que es aceptado, ya sea como un
valor real convencional o un valor de referencia aceptado y el valor
encontrado en la medicion.

e Es necesario, con la demostracion de la Exactitud del método, dar
certeza de que las mediciones no se alejan de forma considerable
delvaloraceptado como real o verdadero del mensurando contenido
en una muestra.

e la forma mas sencilla para demostrar la Exactitud del Método
Analitico para la valoracion de una materia prima, consiste en aplicar
el Metodo Analitico a un analito de pureza conocida, llevando a cabo
un minimo de nueve determinaciones en un minimo de tres niveles
de concentracion.

e Posteriormente se procede al calculo del porcentaje de recobroy se
compara el resultado de la media aritmética de los porcentajes de
recobro con el valor aceptado para la Exactitud

e En caso de no contarse con un material de referencia adecuado, es
posible demostrar la Exactitud del metodo por comparacion de los
resultados obtenidos aplicando el método en estudio con aquellos
que se obtienen aplicando un segundo método que haya sido bien
caracterizado y cuya Exactitud ha sido establecida.
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Para la determinacion de Exactitud del Método Analitico para un metodo
en el que se desea cuantificar un analito dentro de un medicamento es
posible recurrir a metodos viables, tales como:

e Metodo del placebo cargado,
e Método del estandar adicionado, o

e Comparar los resultados con aquellos obtenidos a partir de un
segundo procedimiento analitico bien caracterizado para el cual se
ha demostrado o definido la Exactitud.

Limite de Deteccion

e El Limite de Deteccion de un Método Analitico se define como la
menor cantidad del analito en una muestra que puede ser detectada
pero no necesariamente cuantificada como un valor exacto.

e La aplicacion mas importante del Limite de Cuantificacion es el
establecimiento de un valor numeérico de concentraciones a partir
de las cuales el desempeno del metodo resulta insuficiente para una
cuantificacion aceptable, por lo que no deberia tenerse confianza
en mediciones realizadas de manera cuantitativa en esa region del
intervalo de trabajo.

e La demostracion de esta caracteristica de desempeno debe
realizarse para Metodos Analiticos cuantitativos cuya aplicacion
implique la determinacion de concentraciones bajas del analito, es
decir, en pruebas de impurezas tanto cuantitativas como limite, asi
como para metodos de la categoria lll de la FEUM, como podria ser
para la construccién de perfiles de disolucion.

e Elalcance massencillo paraladeterminacion del Limite de Deteccion
es el metodo de evaluacion visual.
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e El segundo método recomendado para la determinacion del Limite
de Deteccion es aquel fundamentado en la relacion senal-ruido de
la respuesta.

e Una tercera forma de aproximacion a la determinacion del valor del
Limite de Deteccion es la que se fundamenta en la relacion que
existe entre la desviacion estandar de la respuesta analitica y la
pendiente de la curva concentracion vs respuesta.

Limite de Cuantificacion

e El Limite de Cuantificacion de un Meétodo Analitico se define
como la menor cantidad del analito en una muestra que puede
ser determinada cuantitativamente con una adecuada precision y
Exactitud.

e Conforme nos acercamos a niveles bajos del intervalo de trabajo
aceptable para el metodo, la incertidumbre de las mediciones tiende
a incrementarse, por lo que resulta indispensable conocer el menor
nivel de concentracion en el cual es posible concluir que se mantiene
la capacidad cuantitativa del metodo, es decir, la concentracion mas
baja en la cual las determinaciones cuantitativas son aun confiables.

e La demostracion de esta caracteristica de desempeno debe
realizarse para Metodos Analiticos cuantitativos de rutina cuya
aplicacion implique la determinacion de concentraciones bajas del
analito.



Introduccion a la validacion de Métodos Analiticos

para el laboratorio farmacéutico de control de calidad

e El alcance mas sencillo para la determinacion del Limite de
Cuantificacion es también el método de evaluacion visual.

e Elsegundo método recomendado para la determinacion del Limite
de Cuantificacion se fundamenta en la relacion senal-ruido de la
respuesta.

e Una tercera forma de aproximacion a la determinacion del valor
del Limite de Cuantificacion es la que se fundamenta en la relacion
que existe entre la desviacion estandar de la respuesta analitica y la
pendiente de la curva concentracion vs respuesta.

Robustez

e La Robustez se refiere a la capacidad del Método Analitico de
permanecer inalterado en cuanto a sus resultados una vez que
se presentan variaciones pequenas, pero deliberadas, en sus
condiciones normales de operacion.

e Durante la operacion cotidiana en el laboratorio analitico, habra
procesos especificos que forman parte de un determinado
procedimiento (método)analitico que, sino se controlan con suficiente
cuidado, potencialmente tendran un efecto sobre el desempeno del
mismo, dando lugar a la obtencion de resultados analiticos erroneos,
por lo que el estudio de Robustez es indispensable.
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e La demostracion de esta caracteristica de desempeno debe
realizarse para todos los Métodos Analiticos, bajo el supuesto de que
el mejor control de los factores criticos del procedimiento analitico
permitira mantener la confiabilidad de los resultados analiticos
durante el periodo de uso del metodo.

e De manera general, la determinacion de Robustez de un Método
Analitico puede consistir de dos etapas, la primera inicia desde la
fase de desarrollo del mismo, y la segunda concluye durante el
estudio de la Validacion del metodo.

e Partimos del hecho que, durante la etapa de desarrollo del méetodo,
es cuando se conocen los factores criticos que pueden afectar el
desemperno cotidiano del mismo, ya que son los que normalmente
se modifican durante la implementacion, para arribar al mejor
resultado analitico.

e Ya en la etapa de Validacion del metodo, el estudio de Robustez
implica variar de manera deliberada, en el intervalo de niveles
esperados, los factores que se consideran criticos para la obtencion
de los resultados analiticos, generar dichos resultados y analizar si las
variaciones presentan o no un impacto significativo en la respuesta.

e El estudio de Robustez podria realizarse mediante la comparacion
de la diferencia de las medias de las muestras cuando se trata de
pocos factores a analizar.
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e Cuando el numero de factores a analizar en el estudio de Robustez
es grande, resulta comun recurrir a disenos de experimentos de
cribado para disminuir de manera significativa el numero de corridas
analiticas y asi obtener una estimacion mas adecuada de la Robustez
del metodo.

e Un factor que representa especial interés durante la determinacion
de la Robustez del método, es el periodo durante el cual la muestra
analitica permanece estable.

e Para evaluar la estabilidad de las muestras, se puede inferir con
respecto a la diferencia que existe entre el valor inicial y el valor final
de la respuesta obtenida.

Tolerancia

e La Tolerancia puede definirse como la habilidad para reproducir el
Meétodo Analitico en diferentes laboratorios o bajo circunstancias
diferentes sin que ocurran por ello diferencias inesperadas entre los
resultados obtenidos.

e La determinacion de Tolerancia puede representar una medida
importante de la confiabilidad de los resultados que se obtienen con
el Metodo Analitico cuando este es transferido entre laboratorios, o
cuando se varian condiciones que no son intrinsecas a la operacion
del méetodo, pero que si pueden llegar a afectar sus resultados,
como serian marcas de reactivos, proveedores o tipos de columnas,
entre otros.




[}am’tulo 3 Caracteristicas de desempeno analitico demostrables

e La demostracion de Tolerancia de un Método Analitico resulta ser
un parametro que puede ser demostrado para cualquier tipo de
Método Analitico, tomando siempre en cuenta el tipo de técnica
analitica a emplear y el equipo, materiales e instrumentos asociados
a la misma.

e Un primer alcance para la determinacion de Tolerancia es aquel
donde se esta llevando a cabo un estudio de Reproducibilidad del
metodo.

e Enunasegundainstancia dentro de la misma definicion de Tolerancia,
nos enfrentariamos a un razonamiento y forma de proceder idéntica
que con la determinacion de Robustez.
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na vez que ya se han definido una serie de conceptos

relevantes a la Validacion de Métodos Analiticos, que se han

esclarecido requisitos de inicio para asegurar la confiabilidad

de los resultados, y que se han no solamente definido, sino

explicado de manera amplia los parametros de desempeno
a demostrar durante un estudio de Validacion, resulta necesario el
desarrollar una explicacion, a manera de guia, que permita aproximar al
lector a una adecuada planeacion, ejecucion y conclusion de los estudios
de Validacion. Como ya se explicod anteriormente, y dado el alcance de
este libro, solo se abordaran los métodos de las categorias descritas en la
guia Q2 de la ICH*.

4.1 Alcance y contenidos generales
del protocolo de Validacion de
un Método Analitico

Como ya se ha mencionado anteriormente, un elemento esencial para el
cumplimiento de las Buenas Practicas de Fabricacion es la Validacion. La
documentacion de la Validacion se fundamenta en el Plan Maestro de
Validacion (PMV), que debe contener, dentro de muchos documentos,
los Meétodos Analiticos, con sus respectivos protocolos de Validacion.
En México, se establece que los Métodos Analiticos no detallados en la
farmacopea deben validarse conforme a la FEUM y sus suplementos, y
que cuando se utilizan métodos detallados en la farmacopea, se debe
demostrar la verificacion del sistema y su aplicabilidad al producto e
instalaciones?3,

En estricto apego a la definicion normativa, un protocolo es un plan de
trabajo escrito que establece los objetivos, procedimientos, métodos y
criterios de aceptacion, para realizar un estudio? Derivado de lo anterior,
en un protocolo de Validacion se haran explicitos aquellos aspectos
que permitan cumplir, de manera total, los requisitos de dicho plan de
trabajo 4 5.

a. Los objetivos del estudio: Para esclarecerlos, debe documentarse
de manera detallada el Método Analitico, dando no solamente una
descripcion del mismo, sino también puede referirse, de manera
concisa pero clara, el fundamento de los procesos y técnicas
empleadas en las etapas del metodo, de tal manera que permitan al
analista tener una idea nitida de los factores que afectan a la medicion.

b. Los procedimientos: Se debe especificar cuales son los parametros
de desempeno a probar durante el estudio de Validacion, a la luz
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de la necesidad de demostrar que el Método Analitico es util para
la aplicacion especifica. Deben definirse las responsabilidades del
personal involucrado en la Validacion del procedimiento analitico.

c. Los metodos: No puede omitirse la relacion de materiales, equipos,
reactivos, materiales de referencia, asi como los lotes de muestras
que han de ser utilizados. Debe detallarse la forma de realizar los
experimentos que permiten demostrar los parametros de desempeno,
a manera de procedimiento, en el que se estableceran, entre otros: el
tipo y numero de soluciones a utilizar, como se prepararan, cOmo se
trataran las muestras, como se realizaran las mediciones. Asi mismo,
debe establecerse de manera clara la forma en que se presentaran los
datos y el tratamiento que se les dara para obtener los resultados que
podrian requerirse para demostrar que se cumple con el parametro
de desempeno.

d. Los criterios de aceptacion. Deben ser explicitas las especificaciones
que se deberan cubrir para cada parametro de desempeno del
metodo. Estas especificaciones provendran de criterios regulatorios
especificos, aunque no es poco comun que deriven también de
protocolos internos de los laboratorios que, en muchas ocasiones,
resultan ser mas estrictos que las mismas especificaciones regulatorias.

En las siguientes secciones, se ahondara en aspectos que pueden ser
considerados para la construccion exitosa de un protocolo de Validacion
para Métodos Analiticos con diferentes objetivos o aplicaciones.

4.2 Aspectos a considerar en protocolos
de Validacion de Métodos Analiticos de
acuerdo con su aplicacion y objetivo

4.2.1 Protocolo de Validacion de Métodos
Analiticos para ensayos de identidad

Si hacemos referencia a las Tablas 1.1y 1.2, de este libro, puede notarse
que los meétodos que se aplican para la identificacion de analitos
en farmacos, aditivos, o preparados farmaceuticos, y cuyo objetivo
es establecer la presencia del analito de interés en dicha muestra,
requieren de manera forzosa la demostracion de su Especificidad o
selectividad, asi como de su Robustez* ¢,
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4.2.1.1 Demostracion de Especificidad
para el ensayo de identidad

Claramente, el objetivo de la determinacion de este parametro de
desempeno radica en demostrar que el metodo no brinda una respuesta
positiva para muestras que no contienen al analito de interés, junto con
la necesidad de demostrar que se obtiene una respuesta positiva para
muestras que contienen al analito. Deben seleccionarse condiciones que
permitan probar que la presencia de aquellas sustancias presentes en la
muestra y que son similares en estructura no brindaran resultados que
puedan ser confundidos con aquellos obtenidos con el analito de interés.
Para ello, es necesario tener conocimiento pleno del Método Analitico y
del proceso de fabricacion de la muestra a analizar* 7.

A partir de lo anterior, una propuesta general de protocolo resumido para
la demostracion de Especificidad o selectividad para este tipo de métodos
se presenta en la Tabla 4.1.

4.2.2 Protocolo de Validacion de
Métodos Analiticos para
pruebas limite de impurezas

Los métodos que se aplican para determinar impurezas en farmacos,
aditivos, o preparados farmaceuticos, y cuyo objetivo es establecer
si dichas impurezas (que son los analitos de interés) exceden o no un
determinado limite, requieren de manera forzosa la demostracion de
Especificidad o selectividad y la de Limite de Deteccion®*®7.
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Parametro

de
desempeiio

Especificidad

Tabla 4.1 Propuesta de protocolo resumido para la
demostracion de selectividad para ensayos de identidad®©7.

Experimentos que
pueden realizarse

Comparar el resultado
obtenido aplicando el
metodo al analito y a un
estandar de referencia.

Analizar con el Metodo
Analitico muestras que
contengan al analito

y muestras que no lo
contengan, incluyendo
entre estas ultimas
aquellas a las que se
les hayan adicionado
sustancias relacionadas
estructuralmente de
manera estrecha con el
analito.

Criterios de aceptacion
tipicos

La medicion, el espectro,
el cromatograma o
cualquier respuesta
analitica que resulte de

la medicion debe ser la
misma para el analito que
para el estandar.

El método debe ser capaz
de brindar respuestas
positivas cuando esta
presente el analito.

El método debe ser capaz
de distinguir al analito en
presencia de las sustancias
estructuralmente
relacionadas con éste.
Deben obtenerse
respuestas negativas
cuando el analito no esta
presente en la muestra.
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4.2.2.1 Demostracion de Especificidad
para pruebas limite de impurezas

El objetivo de la determinacion de este parametro de desempeno en
pruebas limite de impurezas es basicamente el mismo que para ensayos
de identidad: demostrar que el método no brinda una respuesta positiva
para muestras que no contienen alanalito de interés, junto con lanecesidad
de demostrar que se obtiene una respuesta positiva para muestras que
contienen al analito, en la concentracion necesaria del mismo para que
se obtenga la respuesta. Deben seleccionarse condiciones que permitan
probar que la presencia de aquellas sustancias presentes en la muestra 'y
que son similares en estructura no brindaran resultados que puedan ser
confundidos con aquellos obtenidos con el analito de interés 67,

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
Especificidad o selectividad para este tipo de métodos se presenta en la
Tabla 4.3.

4.2.2.2 Demostracion de Limite
de Deteccidn para pruebas

limite de impurezas

En este tipo de métodos se busca determinar la concentracion menor del
analito en que todavia se obtiene respuesta, cercano al limite establecido
en la prueba. Como ya se habia mencionado anteriormente, el alcance
mas sencillo para la determinacion del Limite de Deteccion es el
meétodo de evaluacion visual. Si se menciona en un protocolo para la
determinacion de impurezas de conformidad con guias especificas, como
podria ser la serie Q3 de ICH&°, que el umbral de deteccion aceptado es
de un determinado porcentaje, entonces las determinaciones repetidas
de una muestra preparada artificialmente en la que se haya adicionado
al analito en esa concentracion y en las que se obtenga una respuesta
positiva, darian como resultado el Limite de Deteccion.
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Parametro

de
desempeio

Especificidad

Tabla 4.2 Propuesta de protocolo resumido
para la demostracion de Especificidad para
pruebas limite de impurezas*©7.

Experimentos que pueden

realizarse

Comparar el resultado
obtenido aplicando el
metodo al analito y a un
estandar de referencia, en
la concentracion necesaria
para obtener la respuesta

Analizar con el Método
Analitico muestras que
contengan al analito

(en la concentracion
necesaria para obtener
una respuesta) y muestras
que no lo contengan,
incluyendo entre estas
ultimas aquellas a las que
se les hayan adicionado
sustancias relacionadas
estructuralmente de
manera estrecha con el
analito

Criterios de aceptacion
tipicos

La medicion, el espectro,
el cromatograma o
cualquier respuesta
analitica que resulte de
la medicion debe ser la
misma para el analito
que para el estandar

El método debe ser
capaz de brindar
respuestas positivas
cuando esta presente el
analito

El método debe ser
capaz de distinguir al
analito en presencia

de las sustancias
estructuralmente
relacionadas con éste.
Deben obtenerse
respuestas negativas
cuando el analito no esta
presente en la muestra.
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Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
Limite de Deteccion para pruebas limite de impurezas se muestra en la
Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Propuesta de protocolo resumido
para la demostracion de Limite de Deteccion
para pruebas limite de impurezas* 7.

Parametro . Criterios de
Experimentos que pueden .
aceptacion

realizarse

de
desempeno tipicos

Preparar seis muestras en el nivel
de concentracion que se espera
sea el Limite de Deteccion, que
puede ser el umbral de deteccion

Limite de especificado para la impureza (o

Deteccion  cercanas en concentracion a este)
por adicion del analito (placebo
cargado o estandar adicionado).
Obtener la respuesta analitica de
tales muestras.

Debe obtenerse
un resultado
analitico positivo
a partir de

las muestras
adicionadas con
analito

4.2.3 Protocolo de Validacion de
Metodos Analiticos para
cuantificacion de impurezas

Los métodos que se aplican para determinar impurezas en farmacos,
aditivos, o preparados farmacéuticos, y cuyo objetivo es establecer si
dichas impurezas (que son los analitos de interés) estan presentes en una
determinada cantidad en la muestra, requieren de manera forzosa la
demostracion de Especificidad, Linealidad, Exactitud, precision, limites
de deteccién y cuantificacion y Robustez: 57,
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4.2.3.1 Demostracion de Especificidad para
pruebas cuantitativas de impurezas

El objetivo de la determinacion de este parametro de desempeno en
pruebas cuantitativas de impurezas implica el demostrar que la respuesta
debida alanalito de interés no se ve afectada por interferencias potenciales
que puedan estar también presentes en la muestra. * 4%,

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
Especificidad o selectividad para este tipo de metodos se presenta en la
Tabla 4.4.

Tabla 4.4 Propuesta de protocolo resumido para la demostracion
de Especificidad para pruebas cuantitativas de impurezas o para
metodos para valoracion de contenido® %,

Parametro
de
desempeno

Especificidad

Experimentos que pueden

realizarse

Analizar muestras que contengan
las interferencias potenciales
(impurezas, excipientes)

Preparar muestras adicionando

Criterios de
aceptacion
tipicos

No deben
observarse
interferencias en
la respuesta

Si el método es

el o los materiales que interfieren cromatografico:
potencialmente al medicamentooa No debe haber
la muestra. picos que

O preparar muestras de los
materiales que potencialmente
interfieren

O llevar a cabo pruebas de estrés en
la muestra

Si el metodo es cromatografico:
Investigar pureza de pico del analito
En todos los casos, el nivel de
impurezas a adicionar o investigar
debe ser el que se espera esté
tipicamente presente en la muestra

interfieran con la
senal de interes
La resolucion
entre el pico

de interesy los
picos vecinos
debe ser mayor
a16

No debe haber
co-elucion de
picos.
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4.2.3.2 Demostracion de Linealidad para
pruebas cuantitativas de impurezas

Es necesario demostrar que la respuesta analitica es proporcional a la
concentracion, en el intervalo deseado. El intervalo comunmente abarca
del Limite de Cuantificacion al120% de la especificacion establecida parala
concentracion de la impureza. Lo mas recomendable es preparar la curva
a partir de pesadas separadas de muestras sintéticas de los componentes
de la muestra, a las que se les ha adicionado el analito de interés. +4.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
Linealidad para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5 Propuesta de protocolo resumido
para la demostracion de Linealidad para
pruebas cuantitativas de impurezas* 4,

Parametro
de
desempeno

Experimentos que Criterios de aceptacion

pueden realizarse tipicos

Demostrar que el modelo

Preparar una curva del de calibracion es valido
analito en la muestra Demostrar que no hay

en concentraciones tendencias sistematicas en
que van del Limite de el diagrama de dispersion

Linealidad  Cuantificacion (LC) al 120% de residuales
de la especificacion para = Demostrar que la
la impureza. ordenada al origen es
igual a cero, la pendiente
diferente de cero, con una
conflanza del 95%
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4.2.3.3 Demostracion de Exactitud para
pruebas cuantitativas de impurezas

Es necesario demostrar que la respuesta analitica es concordante
con aquella que se acepta como real o de referencia. El intervalo de
concentraciones en el que se debe demostrar la Exactitud va del Limite
de Cuantificacion (LC) al 120% de la especificacion para la impureza, en
tres niveles de concentracion, que pueden ser el del LC, el del 50% del
nivel aceptado para la impureza, y el del 120% de la especificacion para la
impureza- resulta por demas claro que, de acuerdo con lo mencionado en
el Capitulo 3, los coeficientes de variacion para recobros en niveles bajos
de concentracion seran elevados, en virtud de la variacion esperada para
las determinaciones *“.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
Exactitud para este tipo de metodos se presenta en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6 Propuesta de protocolo resumido
para la demostracion de Exactitud para
pruebas cuantitativas de impurezas® 4.

Parametro Experimentos que Criterios de aceptacion

pueden realizarse tipicos

de
desempeiio

Determinar en al menos = Recobros promedio del

tres concentraciones, 90-110%

por triplicado, que Recobros individuales del

pueden ser: La menor 70-130%

igual al Limite de Si se utiliza regresion lineal,
Exactitud Cuantificacion (LC), la la pendiente debe estar

central al 50% de la entre 0.9y 1.1, elintervalo

especificacion de la de confianza incluir al 1.0,

impureza, y la terceraal  para la curva cantidad
120% de la especificacion adicionada vs cantidad
para la impureza. recuperada
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4.2.3.4 Demostracion de precision para
pruebas cuantitativas de impurezas

Es necesario demostrar que multiples determinaciones de la misma
muestra analitica no presentan variaciones significativas entre si
(repetibilidad), asi como que la variacion de factores como analistas y dias
no tiene un impacto significativo en la concordancia entre determinaciones
realizadas sobre la misma muestra.

En el caso de la repetibilidad, se recomienda un minimo de nueve
determinaciones en el intervalo de estudio del método, o de seis
determinaciones al 100% de la especificacion, que sera en este caso la
establecida para la impureza. EL mismo numero de determinaciones se
recomienda para los estudios de Precision Intermedia y Reproducibilidad.
Se prefiere el analisis de muestras reales para este tipo de experimentos,
asi que debe contarse con una muestra en la que esté presente la
impureza de interés, o trabajar con muestras preparadas. Si se trabaja
con muestras preparadas artificialmente, pueden investigarse de manera
conjunta los parametros de Exactitud y precision.

La aceptacion del nivel de precision depende, como ya se habia
mencionado anteriormente, de los valores de coeficiente de variacion.
Para métodos cuantitativos para impurezas, se aceptan coeficientes de
variacion <2%, <10% y <15% para Precision del Sistema, repetibilidad y
Precision Intermedia/Reproducibilidad, respectivamente® 4.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
precision para este tipo de metodos se presenta en la Tabla 4.7.
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Tabla 4.7 Propuesta de protocolo resumido
para la demostracion de precision para
pruebas cuantitativas de impurezas® 4,

Parametro de Experimentos que pueden Criterios de

desempeiio realizarse

aceptacion
tipicos

Determinarla con seis mediciones o
inyecciones repetidas de la misma CV<2.0%
muestra

Precision del
Sistema

Analizar por sextuplicado
una muestra homogénea a la
concentracion esperada para la
impureza
Repetibilidad O analizar por triplicado, en tres CV<10.0%
niveles de concentracion, muestras
preparadas artificialmente (si se
determina de manera conjunta con
Exactitud)

Analizar muestras de repetibilidad
con diferentes dias, instrumentos,
Precision analistas, etc.
Intermedia Llevar a cabo un diseno de
experimentos con los factores a
estudiar

CV<15.0%

Analizar en diferentes laboratorios
las muestras de repetibilidad,
utilizando el diseno de
experimentos

Reproducibilidad CV < 15.0%
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4.2.3.5 Demostracion de Limite de
Cuantificacion/Limite de Deteccidn para
pruebas cuantitativas de impurezas

El numero adecuado de muestras a analizar para demostrar Limite de
Deteccion y Limite de Cuantificacion dependera en gran medida de la
variabilidad del método en niveles bajos de concentracion (lo que, en gran
medida, es funcion de la técnica analitica). Para la mayoria de los métodos
para la cuantificacion de impurezas ya se conocen los limites, por lo que
el estudio consistira en preparar el numero de muestras suficientes y
corroborar los niveles respectivos. Si se obtienen los valores a partir de la
desviacion estandar del blanco, la determinacion por sextuplicado parece
ser adecuada. Si se determina a partir de la desviacion estandar de la
regresion de la curva concentracion vs respuesta, debe recordarse que se
recomienda un minimo de ocho concentraciones en la curva para tener
mayor certeza en la determinacionde S, .

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion para este tipo de métodos
se presenta en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8 Propuesta de protocolo resumido para la
demostracion de Limite de Deteccion y Limite de
Cuantificacion para pruebas cuantitativas de impurezas® 4.

. Criterios de
Parametro de . . 7
- Experimentos que pueden realizarse aceptacion
desempeno g
tipicos
Preparar seis muestras en o cerca del ~0.01a0.02%
Limite de Deteccion (pueden obtenerse  del valor
Limite de a partir de LC/3 por adicion del esperado
Deteccion estandar) ~ 31 senalruido

A partir de una curva concentracion vs Con los datos
respuesta en 8 niveles de concentracion de la curva

. ~0.01a0.02%
Preparar seis muestras en o cerca

_— del Limite de Cuantificacion (pueden det nominal
Limite de L . ~101
; ., Obtenerse por adicion del estandar) R
Cuantificacion senalruido

A partir de una curva concentracion vs
respuesta en 8 niveles de concentracion

Con los datos
de la curva
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4.2.4 Protocolo de Validacion de
Metodos Analiticos para valoracion

Los métodos que se aplican para determinar la cantidad de analito presente
en una determinada muestra (pureza, potencia, valoracion), requieren de
manera forzosa la demostracion de Especificidad, Linealidad, Exactitud,
precision y Robustez* 67,

4.2.4.1 Demostracion de Especificidad para
Métodos Analiticos para valoracion

El objetivo de la determinacion de este parametro de desempeno en
metodos para valoracion implica el demostrar que la respuesta debida
al analito de interés no se ve afectada por interferencias potenciales que
puedan estar también presentes en la muestra. * 4,

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
Especificidad o selectividad para este tipo de métodos se presenta en la
Tabla 4.4.

4.2.4.2 Demostracion de Linealidad para
metodos para valoracion de contenido

Es necesario demostrar que la respuesta analitica es proporcional a la
concentracion, en el intervalo deseado. El intervalo comunmente abarca
del 80 al 120% de la especificacion establecida para la concentracion
nominal del analito. Debido a que se requiere un valor de ordenada al
origen para demostrar la validez del modelo, no resulta inadecuado del
todo adicionar una concentracion en la curva del 40%, y medir también
la respuesta de la misma, incorporandola a la regresion lineal. Lo mas
recomendable es preparar la curva a partir de pesadas separadas de
muestras sintéticas de los componentes de la muestra, a las que se les
ha adicionado el analito de interés. * 4 Debe tenerse especial cuidado en
mantener el orden de magnitud de la curva respuesta vs concentracion,
o ponderar la respuesta si se tienen mas de dos ordenes de magnitud+.

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
Linealidad para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.9.
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Tabla 4.9 Propuesta de protocolo resumido para la
demostracion de Linealidad para valoracion de contenido* 4,

il Experimentos que Criterios de aceptacion

pueden realizarse tipicos

de
desempeio

Demostrar que el modelo de
Preparar una curva del calibracion es valido
analito en la muestra en  Demostrar que no hay

concentraciones que tendencias sistematicas en
. . van del 80% al 120% el diagrama de dispersion de
Linealidad ; - .
de la especificacion residuales
para el analito. Puede Demostrar que la ordenada

adicionarse un nivelde  al origen es igual a cero, la
40% para un mejor ajuste pendiente diferente de cero,
con una confianza del 95%

4.2.4.3 Demostracion de Exactitud en
Métodos Analiticos para valoracion

Es necesario demostrar que la respuesta analitica es concordante
con aquella que se acepta como real o de referencia. El intervalo de
concentraciones en el que se debe demostrar la Exactitud va del
80% al 120% de la especificacion para la impureza, en tres niveles de
concentracion, que pueden ser el de 80%, el del 100% del nivel aceptado
para la especificacion, y el del 120% de la especificacion para el analito*
4. Es de esperar recobros cercanos al 100%, ya que el intervalo de
concentraciones en el que se determina la Exactitud es muy estrecho,
y normalmente las técnicas analiticas empleadas en meétodos para
valoracion permiten niveles de coeficientes de variacion bajos,

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
Exactitud para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.10.
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Tabla 4.10 Propuesta de protocolo resumido
para la demostracion de Exactitud en
metodos para valoracion de contenido* 4.

Gl Experimentos que Criterios de aceptacion

pueden realizarse tipicos

de
desempeiio

Determinar en al menos Recobros promedio del 98-

tres concentraciones 1027
or trivlicado. que ' Recobros individuales del
p p . q 97-103%

pueden ser: La menor
Exactitud igualal 80%, la central al

50% de la especificacion,

y la tercera al 120% de

la especificacion para el

analito

Si se utiliza regresion lineal,
la pendiente debe estar entre
0.98y 102, elintervalo de
confianza incluir al 1.0, para la
curva cantidad adicionada vs
cantidad recuperada

4.2.4.4 Demostracion de precision en
Metodos Analiticos para valoracion

En el caso de la repetibilidad, se recomienda un minimo de nueve
determinaciones en el intervalo de estudio del método (80% a 120%), o de
seis determinaciones al 100% de la especificacion, que sera en este caso
la establecida para el analito. EL mismo numero de determinaciones se
recomienda para los estudios de Precision Intermedia y Reproducibilidad.
Se prefiere el analisis de muestras reales para este tipo de experimentos,
con lo que bastaria la determinacion en ese caso por sextuplicado al
100%*.

La aceptacion del nivel de precision depende, como ya se habia
mencionado anteriormente, de los valores de coeficiente de variacion. En
Métodos Analiticos para valoracion de contenido, se aceptan coeficientes
de variacion <1%, <2% y <3% para Precision del Sistema, repetibilidad y
Precision Intermedia/Reproducibilidad, respectivamente® 4,

Una propuesta general de protocolo resumido para la demostracion de
precision para este tipo de métodos se presenta en la Tabla 4.11.
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Tabla 4.11 Propuesta de protocolo resumido
para la demostracion de precision en Métodos
Analiticos para la valoracion de contenido® 4.

Criterios de
aceptacion
tipicos

Parametro de Experimentos que pueden

desempeno realizarse

Determinarla con seis
mediciones o inyecciones CV%<1.0%
repetidas de la misma muestra

Precision del
Sistema

Analizar por sextuplicado

una muestra homogénea a la
concentracion esperada para la
impureza

O analizar por triplicado, en

tres niveles de concentracion,
muestras preparadas
artificialmente (si se determina
de manera conjunta con
Exactitud)

Repetibilidad CV%< 2.0%

Analizar muestras de
repetibilidad con diferentes dias,
Precision instrumentos, analistas, etc.
Intermedia Llevar a cabo un diseno de
experimentos con los factores a
estudiar

CV%< 3.0%

Analizar en diferentes
laboratorios las muestras de
repetibilidad, utilizando el diseno
de experimentos

Reproducibilidad CV%< 3.0%
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4.2.4.5 Demostracion de Robustez para
los diferentes tipos de métodos

Como se menciono anteriormente, la finalidad de este tipo de estudios es
la de demostrar si el método es afectado por variaciones pequenas, pero
deliberadas, en sus condiciones normales de operacion. Adicionalmente,
en muchos casos, se requiere la demostracion de la estabilidad de la
muestra analitica o de las soluciones de estandares, sobre todo cuando
estos son de dificil disposicion® 467,

A partir de lo anterior, una propuesta general de protocolo resumido
para la demostracion de Robustez, que sera aplicable para los diferentes
meétodos resenados en este Capitulo, se presenta en la Tabla 4.12.

Parametro

de

desempeno

Robustez

Tabla 4.12 Propuesta de protocolo resumido
para la demostracion de Robustez 7.

Experimentos que pueden

realizarse

Investigar con la aplicacion de un
diseno experimental adecuado

si los factores criticos tienen

un efecto en los resultados

del método cuando se varian

en niveles razonables para la
operacion normal del método

Evaluar la estabilidad de

las soluciones requeridas
comparando las almacenadas
con las preparadas
originalmente. Seleccionar las
condiciones de almacenamiento
de forma casuistica

Criterios de
aceptacion tipicos

No debe haber
factores que influyan
significativamente en
los resultados, o si
existen, se controlan
de manera adecuada

Los resultados
deben mantenerse
en un intervalo
razonable despues
del almacenamiento
de las muestras
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4.3 Planeacion y ejecucion del
estudio de Validacion3s

Una vez que se cuenta con el protocolo de Validacion, es posible acceder
a la fase de planeacion del estudio, de tal manera que este se lleve a cabo
de la manera mas eficiente. Para lograr dicho cometido, puede dividirse el
procedimiento de planeacion en:

a. Analisis de tiempo y recursos necesarios.
b. Determinacion del orden de los experimentos a desarrollar.

c. Ejecucion del estudio.

4.3.1 Analisis de tiempo y recursos
necesarios

Cada meétodo y técnica analitica involucrada en el estudio tendra
particularidades que hay que considerar. No es lo mismo desarrollar un
analisis volumétrico, que requiere la preparacion de soluciones, pesadas,
toma de alicuotas, mediciones y registro de resultados, a un método
cromatografico en el que existe un tiempo de corrida determinado v,
en ocasiones, adicionalmente un tiempo de equilibrio del sistema y de
lavado y reacondicionamiento posterior a la lectura de muestras. Debe
considerarse el numero de muestras a analizar en total y las que pueden
analizarse por dia de trabajo de manera correcta.

Independientemente del tipo de método a validar, el protocolo de
Validacion permite hacer un recuento de todos los materiales
necesarios, y buscar contar con ellos al 100% para evitar detener el
estudio.
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4.3.2 Determinacion del orden de
los experimentos a realizar

Las soluciones que se preparan para demostrar un parametro de
desempeno pueden ser utilizadas para demostrar otro. Por ejemplo,
las soluciones para determinar precision pueden emplearse en estudios
de Robustez y de estabilidad. Debe tenerse cuidado en que las muestras
utilizadas para determinar Robustez no pueden utilizarse para determinar
otros parametros de la Validacion.

Las soluciones para Exactitud y Linealidad pueden ser las mismas. Cuando
no se cuenta con muestras reales para el estudio de precision, pueden
prepararse mezclas sintéticas que seran utiles tanto para el estudio de
precision como para la determinacion de Exactitud.

Los estudios de Precision Intermedia requieren en varias ocasiones que
dos analistas preparen soluciones, reactivos, fases moviles, entre otros, lo
que debe considerarse en el orden de los experimentos y en el tiempo de
realizacion de los mismos.

4.3.3 Ejecucion del estudio de
Validacion

Antes de iniciar el estudio, tal como se establecio en el Capitulo 2 de
este libro, debe tenerse la documentacion que avale que se trabaja con
equipos calificados, instrumentos calibrados, estandares trazables a
patrones establecidos, personal capacitado para la Validacion y que se
asegura en todo momento la integridad de los datos y resultados.

Debe establecerse, desde el protocolo, la forma de documentar los
datos de Validacion (registros) y asegurar la integridad de los mismos
de acuerdo con el sistema documental del laboratorio.
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4.4 Reporte de resultados de

la Validacion4 4

El reporte de Validacion tienen como objetivo detallar los resultados
del estudio de Validacion, siendo un medio de suma relevancia para
contener la informacion relativa a las caracteristicas de desempefio
que fueron probadas, los resultados obtenidos y la interpretacion de
dichos resultados, arribando a una conclusion general.

Un reporte de Validacion puede contener, mas no se restringe unica-
mente a:

a.

Los detalles ya establecidos en el protocolo de Validacion (seccion 4.1
de este libro).

Los resultados que se obtuvieron para cada parametro de desempeno
del método.

Una discusion o interpretacion de los resultados.

Cualquier informacion relevante obtenida durante el estudio y que
pudiera considerarse que afecta el desempeno del método.

Referencia a las bitacoras, carpetas, medios electronicos o cualquier
medio de soporte de los datos con los que se llegd a los resultados de
Validacion.
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4.5 Resumen del Capitulo 4

e La documentacion de la Validacion se fundamenta en el Plan
Maestro de Validacion (PMV), que debe contener, dentro de
muchos documentos, los Meétodos Analiticos, con sus respectivos
protocolos de Validacion

e Enun protocolo de Validacion se haran explicitos aquellos aspectos
que permitan cumplir, de manera total, los requisitos del plan de
trabajo del estudio de Validacion:

o Los objetivos del estudio

o Los procedimientos

o Los metodos

o Los criterios de aceptacion

e Una vez que se cuenta con el protocolo de Validacion, es posible
acceder a la fase de planeacion del estudio, de tal manera que este
se lleve a cabo de la manera mas eficiente

e Debe establecerse, desde el protocolo, la forma de documentar
los datos de Validacion (registros) y asegurar la integridad de los
mismos de acuerdo con el sistema documental del laboratorio

e Elreporte de Validacion tienen como objetivo detallar los resultados
del estudio de Validacion, siendo un medio de suma relevancia para
contener la informacion relativa a las caracteristicas de desempeno
que fueron probadas, los resultados obtenidos y la interpretacion de
dichos resultados, arribando a una conclusion general
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INTRODUCCION A LA VALIDACION
DE METODOS ANALITICOS PARA
EL LABORATORIO FARMACEUTICO
DE CONTROL DE CALIDAD

Vicente JesUs Herndndez Abad

Hizabeth Guadalupe Sénchez Gonzdlez

Los medicamentos son los insumos para la salud que se utilizan de manera
mds frecuente por la poblacién, y cuyo impacto en la calidad de vida de
esta es mayor. Para que un medicamento sea puesto al alcance de las
personas, debe cumplir con una serie de atributos normativos que
permitan establecer con toda claridad su eficacia y seguridad de uso.
Dentro de tfales requisitos se encuenfra el cumplimiento de
especificaciones de control de calidad; la decisién sobre el cumplimiento
o no de tales especificaciones se fundamenta siempre en los resultados
de un andlisis, que puede ser cuali o cuantitativo, tanto de los
componentes como del desempeno del producto farmacéutico. El
andlisis siempre se realiza utilizando un método establecido, por lo que el
conocer si el método es confiable y cumple con los objetivos para los que
fue desarrollado es fundamental para la decision que se toma a partir de
la utilizacién del mismo. Para tener certeza de tal confiabilidad y utilidad,
se lleva a cabo la Validacién de los Métodos Analiticos (VMA). A la luz de
todo lo mencionado, no es de extranar que el concepto, los requisitos y la
forma de reportar la VMA sean temas fundamentales en la formacion del
Quimico Bidlogo.

Ante la carencia de materiales enfocados a la ensenanza vy el
aprendizaje de la VMA, y con la idea de aportar un texto sencillo y dgil
que fortalezca la ensenanza del tema, se presenta el libro Intfroduccién a
la validacion de Métodos Analiticos para el Laboratorio farmacéutico de
Control de Calidad, auspiciado en su totalidad por la Universidad
Nacional Auténoma de México, a través de la Direccién General de
Asuntos del Personal Académico (PAPIME PE-200815), con el
convencimiento de que este texto permitird mejorar la comprensién de
los conceptos y servird como una répida referencia no solamente en la
etapa formativa del estudiante, sino posteriormente en su ejercicio como

profesional Farmacéutico.
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