CAPITULO 2

EL METODO ANALITICO EN EL CONTROL DE CALIDAD

Maria Guillermina Volonté

El concepto de Validacion

En el capitulo anterior mencionamos que la validacion es la parte de las GMP
por la cual se logra que los sistemas, los equipos, los procesos y los
procedimientos para los ensayos de calidad estén bajo control y, por
consiguiente, se produzca uniformemente un producto de calidad.

La validacion se define como el establecimiento de pruebas de laboratorio,
debidamente documentadas, que aportan un alto grado de seguridad de que un
proceso planificado se efectuara uniformemente en conformidad con los
resultados previstos especificados, es decir, que dicho proceso sera apropiado
para el uso propuesto. Los estudios de validacion son aplicables a los métodos
analiticos no codificados en las Farmacopeas, a los equipos tanto de
produccion como analiticos, a las computadoras, programas y sistemas, asi
como a los servicios del establecimiento (por ejemplo aire, agua, vapor, etc.) y
a los procesos (como el de fabricacion, limpieza, esterilizacion, llenado estéril,
liofilizacion, etc.). Se hara una validacion para el liofilizador como equipo y otra
para el proceso de liofilizacion; una para la limpieza del material de vidrio y otra
para la limpieza del establecimiento; una para el proceso de esterilizacién y
otra para las pruebas de esterilidad. Es preciso demostrar que cada paso del
proceso de fabricacion de un medicamento se efectua segun lo previsto.

Los objetivos de una validacion son otorgar Confiabilidad, Seguridad y
Efectividad al proceso que se esta validando.

Y por qué se debe validar? Porque un sistema validado es un sistema estable,
capaz y robusto y es asi como nos interesa mantenerlo, dado que estas
caracteristicas son esenciales para mantener altos niveles de calidad

Los estudios de validacion verifican el sistema en estudio y en condiciones de

pruebas extremas (pruebas a las que se llaman habitualmente “peor caso”),
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semejantes a las que cabria esperar durante el proceso, a fin de comprobar
que dicho sistema esta bajo control. Una vez que el sistema o proceso se ha
validado, cabe prever que permanezca bajo control, siempre y cuando no se
hagan cambios en el mismo. Si se producen modificaciones o surgen
problemas, o si un equipo se sustituye o se cambia de ubicacion, habra que
efectuar la revalidacion. Los equipos y procesos de importancia critica se
revalidan en forma sistematica a intervalos adecuados a fin de demostrar que
siguen bajo control.

El concepto de validacion se aplicd por primera vez en la produccion estéril. A
raiz de varios graves incidentes ocurridos en Estados Unidos en 1968, en
Inglaterra en 1972 y en Francia en 1977, donde murieron pacientes a los que
se les habian administrado soluciones intravenosas contaminadas, se vio la
necesidad de intensificar los controles a los procesos de esterilizacion y
envasado aséptico. En el caso de Inglaterra la investigacion mostré tres fallos
no detectados: el autoclave no alcanzé en todo su volumen la temperatura de
esterilizacion, por estar una valvula bloqueada; el operario hizo caso omiso del
registro de temperatura (incorrecto) por ser correcto el de presiones y el test de
esterilidad no detecté el fallo a pesar de estar contaminadas 1/3 de las
unidades, ya que solo se muestreo de la parte superior de la carga.

Las validaciones pueden ser Retrospectivas cuando combinan nuevos criterios
con la experiencia adquirida anteriormente o Prospectivas cuando se inicia
desde un comienzo una validacion. La Revalidacion se realiza cuando
procedimientos 6 métodos ya validados han sufrido alguna modificacion o
cambios en la droga o en la composicidon del producto y por lo tanto se deben
volver a validar.También se debe realizar cuando la matriz y/o la concentracion
de analito son distintos a los originalmente analizados.

Con la validacion se consigue un aseguramiento de la calidad correcto,
reduccion de costos, aumento de la productividad, cumplimiento de las
regulaciones y optimizacion de los procesos.

Las validaciones se deben llevar a cabo en plantas pilotos donde se elaboran

nuevos productos, en plantas farmacéuticas, en plantas quimicas que elaboran
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drogas o excipientes, en plantas que elaboran productos de diagndstico, en
plantas de biotecnologia y en laboratorios de control.

Cuando se valida se debe realizar una planificacion previa con todas las
variables, elegiendo siempre el “peor caso”. Se debe elaborar un Plan Maestro,
protocolos de validacién, un plan de muestreo extensivo, considerar el proceso
propiamente dicho, un analisis fisico quimico y microbiolégico intensivo y por
ultimo un informe final.

Para la planificacién debe existir un comité de validacion formado por expertos
de las distintas disciplinas, quienes deberan elaborar un listado de prioridades.
El Plan Maestro es un programa que describe como se planifica y de que
manera se hara el trabajo de validacidon antes de que el area, planta, operacion
0 proceso pueda ser considerado para ser validado. El nivel de detalles varia
con la magnitud del plan. El protocolo es un documento de investigacion e
imaginacion. Describe paso a paso como sera la validacion antes de comenzar.
El plan de muestreo forma parte del protocolo. No es el plan de muestreo
rutinario a utilizar durante una produccion normal del producto. Respecto del
numero de muestras a evaluar, dependera si estamos validando un proceso o
un producto, habitualmente se utilizan tres lotes. Estadisticamente es un
numero pobre, pero aceptable. No se puede fabricar una cantidad mayor y
elegir los tres mejores lotes o los tres que cumplieron. Se debe determinar
previamente tres lotes consecutivos con sus numeros de lote a ser fabricados
en el futuro para ser parte de la validacion.

La produccion debera seguir los métodos de manufactura y la formula
aprobados, pero con especial cuidados y detalles. Los analisis fisico quimicos y
microbiolégicos son la parte mas delicada, la que mas puede ser influida por
errores humanos, de equipos no validados, etc. En el informe final se incluiran
los resultados analiticos de las muestras durante el proceso y del producto
terminado o del método validado y un dictamen final.

Antes de iniciar una validacion se debe verificar que las instalaciones donde se
realizara la misma sean adecuadas, al igual que los Procedimientos Operativos
que se van a utilizar, que los equipos estén calificados, que los materiales y

reactivos sean los adecuados, que las sustancias de referencia con las cuales
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se hara la validacion sean trazeables y que el personal a cargo de la validacién

esté capacitado y entrenado.

El Método Analitico

El empleo de métodos analiticos se inicia en la etapa de investigacion y
desarrollo de un medicamento, para luego aplicarse en las diferentes fases de
su fabricacion, asi como en estudios posteriores tales como los de
bioequivalencia, analizando el farmaco en fluidos biolégicos, para establecer
condiciones de intercambiabilidad. En cada uno de los casos la metodologia
analitica debera ajustarse a los requerimientos necesarios para cumplir con la
finalidad especifica de la mencionada etapa.

Con la aplicacion de métodos analiticos podremos dar respuesta a diversos
interrogantes que debemos afrontar cuando a calidad de un medicamento nos
referimos. Entre otros, los principales son:

La identidad y la pureza del principio activo y de los excipientes empleados en
la formulacién, jcumplen con las especificaciones farmacopeicas?

Cual es el contenido de principio activo en la formulaciéon? Cumple con lo que
declara?

Cual es su estabilidad y cual su fecha de vencimiento?

A qué velocidad se libera el activo desde la forma farmacéutica, para luego
absorberse?

Cual es la concentracion del farmaco en un fluido biolégico, después de
administrar una dosis de medicamento?

La eleccion del método analitico adecuado para responder a cada una de estas
preguntas, sera determinante para la veracidad de los resultados obtenidos, ya
que no siempre el mismo método analitico sera valido para obtener la
respuesta correcta, quizas el método seleccionado para evaluar la pureza de la
materia prima del principio activo, no sea el 6ptimo para controlar el contenido
del mismo en la formulacibn o para establecer su estabilidad en dicha

formulacion. En las Farmacopeas podremos encontrar las especificaciones de
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los métodos a utilizar en cada uno de estos casos, asi como la instrumentacion
mas idonea, las cuales habitualmente requieren de la utilizacion de sustancias
de referencia apropiadas, de calidad garantizada, tanto para calibrar los
equipos utilizados, como para llegar a un resultado cuantitativo con el método
de analisis propuesto.

En todos los casos los métodos analiticos que se utilicen deberan estar
siempre validados, como cualquier otro proceso utilizado en la fabricacién

industrial de medicamentos, tal como ya hemos sefalado.

Validacion del método analitico

Por validacién analitica se entiende el trabajo experimental encaminado a
obtener pruebas documentadas de que un método proporciona
fehacientemente la informacion requerida al uso al que se destina. En otras
palabras la validacién nos otorga la confianza necesaria para aplicar el método
y a su vez confiar en los resultados obtenidos: un método analitico validado es
un método analitico confiable.

Las Buenas Practicas de Fabricacion y Control (GMP) requieren que los
métodos analiticos empleados para evaluar las especificaciones establecidas
sean apropiados.

La validacion de un método es el proceso por el cual se establece, por medio

de estudios de laboratorio, que un método es adecuado para el uso propuesto.

Aspectos regulatorios de la validacion

¢ A nivel Nacional:
» Farmacopea Argentina (FA) VIl ed. <1130> Validaciéon de Métodos
analiticos.
» Disposiciones de la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) 1930/92, 853/99, 2819/04.
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e A nivel Internacional:
» USP 34 <1225> Validation of Compendials methods.
> International Conference on Harmonisation of Technical
Requeriments for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
(ICH) (Japon, Estados Unidos y la Comunidad Europea), Guidelines
Q2Ay Q2B.

Qué debe validarse?

Deben validarse métodos analiticos de:
o Materias Primas.

« Control de Procesos.

e Control de Productos Intermedios.

e Control de Productos Terminados.

« Estudios de Estabilidad.

« Validaciones de Limpieza.

Todos los métodos no codificados en Farmacopeas reconocidas deben ser
validados; los métodos codificados en Farmacopeas soélo deben validarse
cuando son destinados a estudios de Estabilidad y para Validacion de

Limpieza.

Parametros a evaluar

« Especificidad.
e Linealidad y Rango.
o Exactitud.
e Precision
» Repetibilidad
» Precision Intermedia
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» Reproducibilidad
Sensibilidad

» Limite de Deteccion (LD)

» Limite de Cuantificacion (LC)

Robustez.

Cada uno de estos Parametros se determina utilizando un estandar del analito

6 Sustancia de Referencia.

En qué casos evaluar cada parametro?

Los métodos analiticos se clasifican en 4 categorias:

CATEGORIA I: Incluye los métodos analiticos para la cuantificacién de los
componentes mayoritarios de las materias primas o de los principios activos

(incluyendo los conservantes) en productos farmacéuticos.

CATEGORIA II: Incluye los métodos analiticos empleados para la
determinacion de impurezas en las materias primas o productos de
degradacion en los productos farmacéuticos. Estos métodos incluyen

valoraciones cuantitativas y ensayos limites.

CATEGORIA III: Incluye métodos analiticos para la determinacién de las
caracteristicas de desempefio (como por ejemplo, disolucién, liberacion de

principios activos).

CATEGORIA IV: Incluye ensayos de identificacion.

Para cada categoria de analisis, se necesita diferente informacion analitica. En

la tabla a continuacion, se indican los elementos que normalmente se requieren

para cada una de estas categorias.
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CATEGORIA DEL METODO

I [l (Cuant.) Il (Lim.) 1 v
Especificidad + + + ") +
Linealidad + + (*) *) ")
Exactitud + + (*) *) ")
Precision + + *) + *)
LD (*) ") + ) +
LC (*) + (") ") ")
Robustez + + + + +
Intervalo + + *) *) *)

(*) Puede requerirse segun la naturaleza del ensayo.

A continuacién se definen cada uno de los atributos necesarios para validar un
meétodo analitico junto con una breve descripcién de cdmo deben determinarse.
Cada uno de los parametros se determinan utilizando Sustancia de Referencia

o estandar del analito (SR)

Especificidad

Definiciéon

La especificidad de un método implica su capacidad para evaluar al analito en
presencia de otros componentes que pueden estar presentes, tales como
impurezas, productos de degradacion, componentes de la matriz, productos
laterales de sintesis, componentes enddégenos o metabolitos del mismo analito
en un fluido bioldgico, excipientes, etc. En otras palabras, se debera corroborar
que la matriz que rodea al analito, no influya en los resultados obtenidos al

aplicar el método.

Determinacion

a) Si se dispone de dichos componentes.

e En el caso de anadlisis cualitativo (ensayos de identificacién) debe
demostrarse la capacidad de discriminar entre sustancias de estructuras
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estrechamente relacionadas que pudieran estar presentes. La
discriminacion del método se determina aplicando el mismo a una
muestra conteniendo SR y los otros componentes y a una muestra que

no contenga SR (blanco).

e En el caso del analisis de impurezas, la especificidad puede
establecerse por el agregado de cantidades apropiadas de impurezas a
la SR o al producto farmacéutico y demostrando que estas impurezas

son determinadas con la precisidén y exactitud necesarias.

e En el caso de una valoracién, se debe demostrar que el método no se
ve afectado por la presencia de impurezas o excipientes. En la practica,
esto puede realizarse agregando, a la SR, cantidades apropiadas de
impurezas o0 excipientes y/o al producto farmacéutico, cantidades
apropiadas de impurezas, demostrando que el resultado de la valoracion

no se ve afectado por la presencia de estos materiales extrafos.

b) Si no se dispone de dichos componentes (productos de degradacion o

impurezas).

e La especificidad puede ser demostrada por comparacion de los
resultados del ensayo con muestras que contienen impurezas o
productos de degradacién a través de un segundo método
independiente (como por ejemplo, métodos farmacopeicos u otro
método analitico validado). Estas comparaciones deberian incluir
muestras almacenadas bajo condiciones exigentes de calor,
humedad, hidrélisis acido-base y oxidacién. En el caso de
valoraciones los dos resultados deberian compararse. En el caso de
ensayos cromatograficos para impurezas deberian compararse los

perfiles cromatograficos.
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e Otra forma seria generar productos de descomposicion mediante

degradaciones forzadas parciales (no mayor a un 20%):

Fotdlisis

Hidrolisis

Hidrdlisis acida (HCI 1N)
Hidrdlisis alcalina (NaOH 1N)
Oxidacion (H,0,)

Reduccidn

Calor

Criterios de aceptacion

Por ejemplo: en HPLC evaluar
pureza de pico (MS-HPLC,
arreglo de diodos, relacién a dos
A 0 degradacion enzimatica
especifica).

Para determinar si  algun
producto de descomposicion
produce un pico superpuesto al
del analito y que no se alcance a
evidenciarlo.

Conviene complementar este
estudio con un método
alternativo  TLC o GC, vy
comparar los resultados (n° y %
de los componentes de la

muestra degradada)

No deben observarse interferencias entre las sefales de los excipientes,

impurezas de sintesis y/o productos de degradacion y la sefial o respuesta

(por ejemplo: absorbancia, area o altura de pico, etc.) del compuesto de

interés.

Linealidad e Intervalo

Definicion

La linealidad de un método analitico es su capacidad de producir resultados
directamente proporcionales a la concentracion de analito, dentro de un
intervalo de concentracidon. En algunos casos puede ser necesaria la aplicaciéon

de transformaciones matematicas para obtener una recta.
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El intervalo se refiere al rango de concentraciones de analito que pueden ser
determinadas con precisiéon y exactitud. Normalmente se expresa con las

mismas unidades que los resultados del ensayo.

Determinacién

La linealidad debe establecerse a lo largo del intervalo de concentraciones del

método analitico. Se debe establecer por medio de un método estadistico

adecuado (por ejemplo regresién por cuadrados minimos). Deben informarse el
coeficiente de correlacion (r), el coeficiente de determinacion (r?) la ordenada al
origen (a) y la pendiente (b) de la recta de regresion.

Para establecer la linealidad se debe ensayar un minimo de cinco

concentraciones con tres réplicas de cada uno y tres determinaciones de cada

réplica.

Se recomienda considerar los siguientes intervalos:

e Para la Valoracién de una sustancia (o producto farmacéutico): 80-120% de
la concentracion de ensayo.

e Para la determinacion de Impurezas: LC (limite de cuantificacion)-120% de
la especificacion.

e Para la determinacion de Uniformidad de contenido: 70-130% de la
concentracion del ensayo a menos que se justifique otro intervalo de
acuerdo a la naturaleza de la forma farmacéutica.

e Para ensayos de Disolucion: + 20% del intervalo especificado.

e Para estudios de estabilidad: 40-120% de la concentracién de ensayo.

Con los resultados obtenidos se evalua la linealidad por el método de regresion
de los cuadrados minimos, de tal manera de obtener la ecuacién de una recta:

y=a+bx

> Y —b> X La ordenada (a) evalua la proporcionalidad entre la
n sefal y la concentracion (si hay errores aleatorios, la
recta no pasa por cero)

a =
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X2 Y

2 XY T La pendiente (b) evalua la sensibilidad del método.
b =
2
Z Xi2 _ (Z XI)
n
2 XY - z Xinz Vi El coeficiente de regresion lineal (r)

mide el ajuste al modelo lineal.

2 X% e 2 By
\/(Z Xj n (i n J

El valor r=1 indica una recta perfectamente lineal; un valor r=0 indica la no
correlacion entre x e y. Sin embargo, el mejor indicador del modelo lineal no es
r sino un test estadistico de Student (¢), en el cual se calcula un valor de t, para
(n-2) grados de libertad y se compara con el valor t tabulado para el nivel de
confianza requerido.

En este caso, la Hipdtesis Nula (Hp) es la no correlacion entre x e y. Si el valor
observado de t, es mayor que t de tabla, se rechaza la hipotesis nula, siendo la

correlacion lineal significativa con la probabilidad calculada.

, ‘f”|\/ (n—2) Donde r?= coeficiente de determinacion
r =T n = numero de determinaciones independientes
N(I=r?)

Los limites de confianza del estimador de la pendiente (b) y la ordenada al
origen (a) se

calculan en funcion de sus varianzas.

2
/ 22X
Sa =1/5p —nl
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[b £t Sk
Luego los intervalos de confianza seran:
[at+tSy]

Siendo t el que figura en tabla de Student para cierto nivel de confianza,
generalmente 0,05 y (n-2) grados de libertad.

Criterios de aceptacién

« Coeficiente de correlacion:
> para Macrocomponentes, r>0,99y r*> 0,98
» para Impurezas, r 2 0,98.

« Intervalo de confianza de la ordenada al origen: debe incluir al cero.

Exactitud

Definiciéon

La exactitud, interpreta los errores sistematicos o tendencia de un método
analitico, expresa la proximidad entre el resultado obtenido y “el valor
verdadero”. Debe establecerse en todo el rango especificado para el método
analitico.

Matematicamente suele expresarse de los siguientes modos:

J— A

e FError absoluto =X —X

_ (X - X)x100 X : valor medio exp erimental
e Errorrelativo % =———+——— n
X X : valor verdadero
., X x100
e Recuperacion = 7

Los errores deben ser tan pequefios como sea posible para que el valor medio
experimental se aproxime al de referencia o verdadero, si no fuera asi y segun
su significancia los aceptaremos o reformularemos el protocolo de aplicacién
del método, para minimizarlos o adaptarlos a los requerimientos exigidos para

cada método analitico, en lo que a errores se refiere.
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Dicho de otro modo, la recuperaciéon debe acercarse al 100%, En todos los
casos, la exactitud debe evaluarse mediante el disefio que emplea un minimo
de nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion
que cubran el intervalo especificado para linealidad, por ejemplo tres
concentraciones al 80, 100 y 120% del valor esperado, al que se le agregan los
excipientes del producto (Ensayo de Recuperacion), con tres repeticiones
completas del método para cada una de las concentraciones. Puede utilizarse
un test t de Student, efectuando varias determinaciones de la muestra de
concentracion conocida y calculando el t experimental, f,, , que se compara con
el t de tabla para (n-1) grados de libertad en el nivel de confianza escogido,
generalmente p = 0,05.

[Ho: no hay error sistematico]

X _i‘ Si to < t de tabla, no existen diferencias significativas
tob:T entre recuperacién media y 100 % y por lo tanto el
- meétodo tiene la exactitud requerida para ese ambito
Jn .
de confianza.
— 100 - R| Si t > t de tabla, el método tiene un error sistematico
b= v para ese ambito de confianza.
Jn S: desviacion estandar,

n: numero de determinaciones independientes.

R: recuperacion porcentual promedio de todas las
concentraciones.

CV: coeficiente de variacion.

Por otra parte, resulta conveniente graficar en todos los casos descriptos a
continuacion, masa hallada vs. masa agregada, rectificando por el método de
los cuadrados minimos. En este caso r 2 0.99, la pendiente debera ser cercana
a 1 o el Intervalo de confianza de la pendiente incluir al 1 y la ordenada al
origen debera ser proxima a 0 o el intervalo de confianza de la ordenada incluir
al 0. Si la pendiente fuera significativamente distinta de 1 indica un error
proporcional (por ejemplo, debida a la extraccion de un porcentaje constante
del componente). Una ordenada al origen significativamente diferente a cero

indica un error de tendencia constante y se visualiza como una recta paralela a
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la tedrica, en la cual el valor de la ordenada al origen corresponde a la
magnitud del error.
Si no es posible obtener muestras de todos los componentes del producto,
puede ser aceptable agregar cantidades conocidas del analito al producto
(Método del Estandar Agregado) o comparar los resultados obtenidos con un
segundo método cuya exactitud haya sido establecida.

Cm: concentracion de la muestra o
(Cm+s—Cm)x100 producto sin agregado de SR.

Cs Cm+s: concentracion de muestra + SR.
Cs: concentracion de SR

% Re cuperacion =

Precision

Definicién

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a
varias alicuotas de una muestra homogénea. Esta relacionada con la
dispersion de las medidas alrededor de su valor medio o central. La precision
de un método analitico generalmente se expresa como la desviacion estandar
(o), estimada analiticamente por S o mas comunmente con la desviacion
estandar relativa o coeficiente de variacion (CV).

El estimador S de la desviacién estandar se calcula como:

2%

siendo x = L el estimador de la media poblacional
n

oy - S2:100

S
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Ambos estimadores, desviacion estandar y CV permiten evaluar los errores
aleatorios en la estimacién de la medida correspondiente a la dispersion de
datos alrededor de la media.

La precision puede ser considerada en tres niveles:

¢ Repetibilidad o Precision Intra-ensayo: expresa la precision bajo las
mismas condiciones operativas en un intervalo de tiempo corto (mismo
analista, mismo dia, mismo equipo y condiciones).

e Precision intermedia o Precision Inter-dia: expresa las variaciones
intralaboratorio, es decir, distintas condiciones en distintos dias, dentro del
mismo laboratorio (diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos,
etc.)

e Reproducibilidad o Fortaleza: expresa la precision entre laboratorios
(estudios colaborativos)

Determinacién

La precision de un método analitico debe estudiarse sobre:

e EIl sistema: se calcula como el coeficiente de variacion (CV%) de 6
determinaciones de una misma solucién del Estandar del Principio activo, al
100% o de 9 determinaciones (3 a tres concentraciones)

e El método: se calcula como el CV% de 6 muestras de una misma
concentracion (al 100% o 9 a 3 concentraciones). La evaluacién
corresponde a todo el procedimiento, desde la preparacion de la muestra
hasta la medicion del analito por parte del instrumento.

Criterio de Aceptacion: CV < 2%

Sensibilidad: Limite de Deteccién (LD) Limite de Cuantificacién (LC)

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de
analito que puede producir un resultado significativo. Un método es sensible
cuando frente a una pequefia variacion en la concentracion se obtiene una
significativa variacion en la sefal.

Se debe diferenciar claramente entre dos tipos de sensibilidad:
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e Sensibilidad de calibracién, correspondiente a la pendiente de la curva de
calibracion.

¢ Sensibilidad analitica, correspondiente al cociente entre la sensibilidad de
calibracion y la desviacion estandar de la medida.

Resulta claro que dos técnicas o la misma técnica empleada para diferentes

matrices, pueden tener la misma sensibilidad de calibracién, pero diferente

sensibilidad analitica debida a factores propios como necesidad de extraccion,
concentracion, etc.

Los parametros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son los limites

de deteccion y de cuantificacion.

Definiciones

El limite de deteccion es la concentracion mas baja de analito que puede

detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, en una muestra bajo las

condiciones experimentales establecidas.

El limite de cuantificacion es la menor concentracion de analito que puede

determinarse con precision y exactitud en una muestra, bajo las condiciones

experimentales establecidas.

Determinacién

Existen diversas maneras para determinar el limite de deteccién, dependiendo

de si se trata de un método no instrumental o instrumental.

e Para métodos no instrumentales: ambos limites se determinan por el
andlisis de muestras con concentraciones conocidas de analito y
estableciendo el minimo nivel al cual el analito puede ser detectado en
forma confiable (LD) y el minimo nivel al cual puede ser cuantificado con
precision y exactitud (LC). Se los suelen llamar Métodos de los Falsos
Negativos.

e Para métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo. Para el limite
de deteccion puede efectuarse por comparacion con la respuesta de un
blanco o placebo, siendo positiva cuando la sefial del analito supere la
relacion sefal/ ruido en un factor de 2 o 3. Para el limite de cuantificacion se
mide la sefial de fondo (relacion sefal/ ruido); efectuando mediciones

repetidas sobre un blanco o placebo, se mide su desviacion estandar y se
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calcula el limite de cuantificacion multiplicando esa desviacion por un factor,
generalmente 10. El valor resultante se valida por analisis de un numero
variable de muestras de concentracién cercana al limite fijado.
Dado que la determinacién de los limites de deteccién y de cuantificacion
supone un trabajo importante, en general s6lo se efectua para el analisis de
impurezas o trazas o cuando el rango analitico se encuentra muy proximo al
limite de deteccion. En caso contrario, solo se estudia la precision y la exactitud
en la menor concentracion probable para el analito.
Ambos limites también pueden estimarse a partir de la curva de regresion,
siempre que se hayan considerado concentraciones bajas de analito, por

extrapolacion a cero:

1. Se determina la pendiente (b) de la curva de calibracion (concentracion
vs respuesta) en el rango apropiado.

2. Se obtiene otra curva de calibracién, cada punto por triplicado, pero en
este caso para concentraciones menores de analito, determinandose la
ecuacion de esta nueva recta de calibracion y se extrapola la respuesta
a concentracion cero, obteniéndose un estimado de la respuesta del
blanco: Y.

3. Se determina la desviacion estandar (s) correspondiente a cada
concentracion del punto 2, se calcula la recta correspondiente a
concentracion vs s y se extrapola como en el caso anterior la desviacién
estdndar a concentracidon cero, obteniéndose el estimado Sy
correspondiente a la desviacion estandar del blanco.

4. Se calculan ambos limites para n’ medidas individuales como:

Ybl+3Sbl LC:Ybl+10Sbl

bn' N

Cualquiera sea el método empleado, el LD y LC debe ser confirmado por medio

LD =

del analisis de un numero apropiado de muestras con concentraciones

similares a los limites hallados.
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Robustez

Definicion

La robustez de un método analitico es la medida de su capacidad de no verse
afectado por variaciones pequefias, pero deliberadas, en los parametros del
método y proporciona una indicacion de su confiabilidad. Ejemplos de
variaciones que deben estudiarse durante la evaluacion de la robustez son:

e diferentes instrumentos,

o diferentes lotes de reactivos,

o diferentes tiempos de valoracion,

o diferentes temperaturas,

¢ diferentes columnas cromatograficas (distintos lotes o proveedores).

La robustez se expresa como la falta de influencia de las variables operativas y
del entorno sobre los resultados del ensayo y dara confianza al método en su
aplicacion frente a cambios imprevistos en los equipos utilizados, en los
analistas encargados de aplicarlo o en otros parametros que se puedan alterar

durante la utilizacién del mismo.

Determinacion

Se determina mediante el anadlisis de alicuotas a partir de lotes homogéneos
empleando condiciones operativas diferentes pero que estan dentro de los
parametros especificos en la valoracion. El grado de reproducibilidad de los
resultados del ensayo se compara con la precision de la valoracion bajo
condiciones normales para obtener una medida de la robustez del método

analitico.

Valoraciones respetando el disefio habitual:
Minimo 3 niveles que incluyan a todo el intervalo (80%- 100%- 120%)
Si quisiera modificar todas las variables en cada uno de los ensayos, tendria

que realizar numerosos ensayos.
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A fin de organizar y disminuir el numero de ensayos, se puede disefar el
estudio utilizando una Matriz de Placket-Burman (Disefio de Experimento

Multifactorial) donde para (n) variables se realizan (n+1) ensayos.

Diseno de Placket-Burman:

Ndmero de ensayo

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8
A a a a a A A A A

B b b B B b b B B

C c C c Cc c Cc c Cc

D d d D D D D d d

E E e E e e E e E

F F f f F F f f F

G G g g G g G G g

% SVD s t u v w X y z

Ensayos: 1,2...8 Variables: A,B...G Parametros: s;t...z

Para cada variable elijo 2 niveles: por ejemplo (A) extremo o alto y (a) Nominal
o bajo.
Hallar para cada variable evaluada la DP: diferencia promedio:

DP = (Promedio de las valoraciones obtenidas a altos niveles) — (Promedio

de las valoraciones obtenidas a bajos niveles).

El criterio de aceptacion segun este disefio es:
Para cada variable evaluada: |DP|< SD 2 (No hay Diferencias
Significativas)

(Donde SD: desviacion estandar obtenida en el ensayo de repetibilidad)

Ventaja: en un disefio normal de “una variable por vez’, el estudio de 5
variables resultaria en 2° = 32 ensayos, en cambio siguiendo este disefio serian
solamente 6 ensayos.

Calculo de las DP de respuesta para cada parametro:
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Parametros Diferencia (DP)
A-a DPp = V4 (W+x+y+z) - V4 (s+t+u+v)
B-b DPg = V4 (u+v+y+z) - Y4 (s+t+w+y)
C-c DPc = Va (t+v+x+z) - V4 (stutw+y)
D-d DPp = Va (utv+w+x) - V4 (s+t+y+z)
E-e DPg = V4 (stu+x+z) - Y4 (t+v+w+y)
F-f DPg = Va (s+v+w+z) - V4 (t+u+x+y)
G-g DPg = V4 (s+v+x+y) - Va (t+u+w+z)

Recordar: La validez de un método analitico puede comprobarse solo
mediante estudios de laboratorio. En consecuencia, la documentacion que
avale tales estudios es un requisito basico para determinar si un método es
apropiado para una aplicacion determinada. Cualquier método analitico

propuesto debe estar acompafado de la documentacion necesaria.

Aptitud del Sistema (Test de Adecuabilidad o System Suitability Test)

Es una herramienta cuya aplicacién permitird verificar que determinados
parametros instrumentales se mantienen bajo control, confirmando que nuestro
sistema en particular, brindara resultados dentro de los limites especificados,
es util ya que son habituales las variaciones en la estabilidad de los reactivos,
equipos y analistas, por ejemplo en HPLC la variacion del pH de la FM,
diferentes lotes de columnas, la temperatura, el flujo, etc.

Los parametros del Test de Adecuabilidad se deben establecer para cada tipo
de método en particular. Su principal aplicacion es en métodos
cromatograficos. Se emplea para comprobar que la resolucion y la
reproducibilidad del sistema cromatografico por HPLC son aptas para realizar
el ensayo. Los parametros de aptitud del sistema se determinan para el pico de
la sustancia, a menos que se especifique de otro modo en la monografia
correspondiente. Si es necesario, pueden realizarse ajustes en las condiciones

operativas para cumplir con los requisitos de aptitud del sistema, entre ellos,
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las proporciones de los componentes de la fase movil y el caudal. La resolucion
R es una funcién de la eficiencia de la columna y se especifica para asegurar
que las sustancias que eluyan muy cercanas se resuelvan entre si y para
asegurar que los estandares internos se resuelvan de las sustancias a ensayar.
La eficiencia de la columna, determinando el Numero de Platos Tedricos (N),
puede especificarse también como requisito de aptitud del sistema,
especialmente si hay solo un pico de interés en el cromatograma, sin embargo,
el valor aislado de eficiencia no puede asegurar la resolucion para el sistema
en estudio. La eficiencia de la columna es una medida de la agudeza de los
picos, importante para detectar componentes en baja concentracién. Para
evaluar si se cumplen los requisitos de aptitud del sistema se realizan
inyecciones repetidas de la Preparacion estandar empleada en la Valoracion u
otra Solucion estandar. A menos que se especifique de otro modo en la
monografia correspondiente, para calcular la desviacion estandar relativa
(RSD) o Coeficiente de Variacion (CV), se emplean los datos de cinco
inyecciones repetidas del estandar si el requisito es 2,0% o menor, y seis
inyecciones repetidas si el requisito de la desviacidén estandar relativa es mayor
de 2,0% .

El factor de asimetria (As) o tailing, una medida de la simetria del pico, es 1
para los picos perfectamente simétricos y su valor aumenta a medida que la
asimetria es mas pronunciada. En algunos casos, pueden observarse valores
menores de la unidad. Como consecuencia de la asimetria del pico, la

integracion y la precisién se tornan menos confiables.

W, .
As = 205 ; en el cual Wy o5 es el ancho del pico al 5% de altura y f es la

2f

distancia entre el borde simétrico del pico y el centro del mismo medida al 5%
de la altura.
Estos datos se obtienen a partir de inyecciones repetidas del estandar u otras

soluciones segun se especifique en la monografia correspondiente.
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Métodos para evaluar resultados anémalos

Es sabido que determinaciones repetidas aplicadas sobre una misma muestra
no siempre dan resultados concordantes. Para evaluar si estos resultados son
anomalos y se los puede rechazar se recurre a diversos test estadisticos como
por ejemplo:

» Test de Dixon

» Test de Grubbs
En ambos con la observacién sospechosa se calcula un estadistico de prueba,
el cual se compara con un valor limite basado en la suposicion de un
comportamiento aleatorio de los datos.
En el test de Dixon si el valor del estadistico supera el tabulado para una
determinada probabilidad, se considera que es poco probable que ese dato se
obtenga de un muestreo aleatorio de la poblacién de resultados posibles y por
lo tanto se lo considera anémalo.

El test de Grubbs es a la inversa.

Test de Dixon

Aplicado cuando tenemos un solo dato sospechoso.
Se procede de la siguiente manera:
Se ordenan los datos obtenidos en forma creciente
Si el dato sospechoso es el mayor (Xp), se calcula un estadistico Q:
Q = (Xn = Xn1))(Xn = X1)
3. Si el dato sospechoso es el menor (X4):
Q = (X2 = X4)/(Xn = X4)
Se compara el valor de Q con el valor critico para (n) grados de libertad
Si el valor obtenido es mayor que el critico se concluye que el dato es

anomalo
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A

2

Test de Grubbs

Aplicado cuando tenemos dos datos sospechosos. Se aplica de la siguiente
manera:

Se ordenan los datos obtenidos en forma creciente

Se calcula la varianza de los mismos eliminando los 2 datos
sospechosos

Se calcula la varianza para todos los datos

Se obtiene el cociente entre ambas varianzas

Se compara el valor obtenido con el de tabla para (n) grados de libertad.

En este caso como, es un test por disminucion, si el valor obtenido es

menor que el critico se concluye que los 2 datos son anémalos

Resumiendo:

La Validacion de un Método Analitico debe ser verificada unicamente por
estudios de laboratorio.

Debe estar adecuadamente documentada.

Cada parametro de validacion debe determinarse con un Estandar o
Sustancia de Referencia.

La exigencia de uno u otro parametro dependera del uso del método, es
decir, del destino del método.

Los métodos Farmacopeicos no deben ser validados, excepto los
destinados a Estudios de Estabilidad o Validacién de Limpieza.

Unicamente se les aplicara el Test de Aptitud del Sistema (Test de
Adecuabilidad)

Los métodos se deben Revalidar cuando se introduce algun cambio en
el mismo o cuando la matriz y/o la concentracion del analito en un producto se

ha modificado.
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Preguntas Orientadoras

. Qué métodos analiticos se incluyen en la Categoria Il de las

Farmacopeas?

Si Ud. deseara estudiar la robustez de un método, ¢cémo disenaria
el estudio? Indique qué variables y qué niveles de cada una de ellas
elegiria, y la forma general de realizar el ensayo.

Describa los métodos que Ud. conoce para evaluar la selectividad de
un método analitico.

Cual es la Hipétesis Nula (Hp) al aplicar el Test de Student para

evaluar Exactitud?

Test de Autoevaluacion

1.

En la validacién de un método analitico destinado al control de una
especialidad, qué parametro debe determinar para evaluar errores
inherentes al mismo:

(a) Selectividad

(b) Limite de cuantificacion

(c) Exactitud

(d) Linealidad

En la validacion de un método analitico, qué parametro debe
determinar para evaluar si el método es reproducible:
(a) Selectividad
(b) Limite de cuantificacion
(c) Exactitud
(d) Precision
Qué parametro debe determinar para evaluar que los excipientes no
interfieren:

(a) Especificidad
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(b) Limite de cuantificacion
(c) Exactitud
(d) Linealidad

4. Cémo se expresa la Exactitud?
(a) Desviacion estandar
(b) Error relativo
(c) Pendiente de la curva de calibracion
(

d) Intervalo de confianza

5. La Fortaleza de un método analitico expresa:
(a) Precision del Sistema
(b) Robustez
(c) Reproducibilidad
(

d) Datos no anémalos

6. La ordenada al origen de una curva de calibracién evalua:
(a) La dispersion del método
(b) La sensibilidad del método
(c) La presencia de errores aleatorios
(

d) La presencia de productos de degradacién
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