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Cromatografia de liquidos de alta resolucion (high performance
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Limite de cuantificacion (limit of quantitation)

Procedimientos y estandares de operacion (standard operation
procedure)



Objetivo

Describir la metodologia a seguir durante la transferencia de tecnologia
analitica de un laboratorio a otro y demostrar que el método es reproducible en

ambos laboratorios.

Introduccion

Este estudio es una recopilacion de guias publicadas por la oficina de la
administracion de alimentos y farmacos (FDA), por sus siglas en inglés Food
Drug Administration, centro de desarrollo y evaluacion de farmacos (CEDER),
por sus siglas en ingles Center for Drug Evaluation and Research,
publicaciones cientificas y experiencias profesionales. La recopilacion esta
enfocada a describir los pasos importantes cuando se efectla la transferencia
de un método analitico entre laboratorios. Ayudando a guiar al quimico analista
a realizar una transferencia de método y maximizar las probabilidades de

obtener resultados satisfactorios.

No es comun que el laboratorio que desarrolla un método y lleve a cabo su
validacion y haga el analisis de liberacion del farmaco (laboratorio originador o
experto). En general los métodos son transferidos a otro sitio para su

implementacion (laboratorio receptor).

La industria farmacéutica y las agencias regulatorias estan preocupadas por la
variabilidad en resultados analiticos obtenidos en el mismo producto cuando es

analizado entre diferentes |ab0ratoriOSiError! No se encuentra el origen de la referencia.

Es importante demostrar que los métodos analiticos proporcionan resultados
fiables y adecuados para su finalidad y propdsito, de ahi que, las agencias
regulatorias solicitan a los laboratorios pruebas fiables de que los métodos
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transferidos son reproducibles en otros sitios de andlisis y que permanecen

dentro de los parametros que fueron validados.

El FDA ha liberado una guia oficial de como preparar un protocolo de
transferencia de método, “ Protocols for the Conduct of Method Transfer
Studies for Type C Medicated Feed Assay methods” (protocolo para realizar un
estudio de transferencia de un método del ensayo de un tipo C medicinal) Los

principios de esta guia pueden ser aplicados a este estudioi="° Ne se encuentrael

origen de lareferencia.,iError! No se encuentra el origen de la referencia.

Muchos errores y desviaciones durante el estudio de transferencia se pueden
minimizar cuando se emplea méas tiempo en el desarrollo y validacion de un

método robusto.

El estudio de robustez en la validacion, identifica los factores criticos del
método, y estos son normalmente incluidos en el procedimiento de analisis
como nota de precaucion. La prueba de precision intermedia en la validacion
identifica la reproducibilidad del método, usando diferentes equipos, diferentes
dias de analisis y diferentes analistas. Con toda la informacién de estas
pruebas, se puede garantizar que los resultados analiticos seran reproducibles

en diferentes laboratorios.

En el estudio de la transferencia influyen los siguientes factores:

o Disefio del proyecto

. Desarrollo de protocolo

. Funciones y responsabilidades del laboratorio experto.

. Funciones y responsabilidades del laboratorio que recibe.
. Criterio de aceptacion

. Ejecutar el protocolo

. Evaluacion comparativa



Resultados y reporte

Por lo que es importante disefiar un proyecto para asignar funciones y

responsabilidades de cada paso del proceso.



1.0 Metodologia

1.1 Importancia de la transferencia de un método analitico

El estudio de la transferencia de métodos analiticos es un proceso que califica
al laboratorio que recibe para usar el método. Este proceso consta de pruebas

que determinan resultados reproducibles entre laboratorios i€ No se encuentra el

origen de la referencia.

A continuacion se describen pasos importantes que se desarrollan en el

estudio de transferencia:

1) Entrenamiento: Antes de empezar el estudio se recomienda que el
laboratorio receptor se familiarice con el método analitico por medio
de un entrenamiento con supervision del laboratorio experto. El

entrenamiento se debe documentar.

2) Comunicacion: Para facilitar la relacion entre las dos partes se da lo

siguiente;

e Flujo de conocimientos

e Preparacion del protocolo de transferencia analitica
e Definir responsabilidades de cada laboratorio

e Establecer objetivos y metas

3) Ejecucion del protocolo: Ambos laboratorios conducen los analisis

descritos.



4) Evaluacion estadistica: para comparar los resultados analiticos entre

laboratorios.

Si los resultados se encuentran dentro del criterio de aceptacion del protocolo,
el laboratorio que recibe el método queda calificado para realizar el analisis del

mismo.

1.2 Disefio de un proyecto para la transferencia de un método

analitico

La complejidad de la transferencia de un método analitico es dictada en gran
parte por la planeacion del proyecto y del criterio de aceptacién de cada prueba
descrita en el protocolo. Un disefio gréfico facilita la integracion de las partes
clave del proceso.

Este esquema optimizara el flujo de trabajo durante las actividades del

estudiojError! No se encuentra el origen de la referencia..

e Disefiar los pasos necesarios para la transferencia del método.

e Asegurar que las actividades sean ejecutadas para evitar interferencia

con actividades de lanzamiento de nuevos productos
e Intercambio de informacion

e Establecer e integrar planes de actividades clave y formar grupos de

trabajo entre ambos laboratorios.

A continuacién se presenta la Tabla 1 con un ejemplo de un disefio de
planeacién de un proyecto a transferir y en la Tabla 2 se presenta una lista util
de actividades durante la transferencia.



Tabla 1: Planeacion del Proyecto de la Transferencia de
Método Analitico
Fase Inicial | Fase de Planeacion de‘Sle de Ejecucion Finalizacion del
el Plan y Monitoreo Proyecto
Fase 0 Fasel Fase 2 Fase 3
e Intercambio de e Ordenar e Aprobacion de
Contrato con el Informacion materiales y los reportes
laboratorio equipo
externo e Establecer e Juntade
reguerimientos e Entrenamiento finalizacién del
Y recursos proyecto
e Calibracion
e Planificacion de del equipo
tiempos del
proceso de e Aprobacion
andlisis del protocolo
del método
e Aprobacion del
proyecto e Ejecucion del
Protocolo
e Reporte
preliminar
Salida de la Salidade lafase 1 Salida de la Fase 2 Salida de lafase 3
fase O
Firmar el Junta de iniciacion del e Revision de e Reporte (s)
contrato proyecto resultados aprobado (s)
e Establecer
e Reporte planes de
preliminar entrenamiento
e Juntade

finalizacion del
proyecto




Tabla 2: Lista de Actividades Durante la Transferencia Analitica

de Método

v

Identificar personal clave en ambas locaciones.

Temprana identificacién de equipo necesario para el analisis.

Mandar al laboratorio que recibe lo siguiente: métodos analiticos, especificaciones,
reportes de validaciones y cualquier otro documento que soporte la transferencia.

Juntas entre personal involucrado de los laboratorios participantes para deliberar
objetivos y metas del proyecto y determinar el tiempo que se llevara esta
transferencia.

El laboratorio experto proporciona un entrenamiento del método al personal del
laboratorio que recibe. El entrenamiento debe quedar documentado.

Identificar muestras suficientes para la transferencia del método (para reproducir 3
veces el analisis completo)

Mandar al laboratorio que recibe lo siguiente: muestras, estandares de referencia y
productos quimicos necesarios para la transferencia.

El laboratorio que recibe conduce una evaluacidon preliminar del método y verificacion
del sistema para identificar posibles problemas.

Revision y discusion entre personal de ambos laboratorios para formalizar el
procedimiento de transferencia incluyendo el criterio de aceptacion.

Firmar el protocolo de aceptacion por las personas designadas de ambas partes.

Establecer tiempos razonables para que los estudios se cumplan.

El laboratorio que recibe debe mandar los resultados analiticos al laboratorio experto
para su revisidbn. Estos resultados incluyen hojas de trabajo, formatos vy
cromatogramas espectros o graficas.

Para resultados fuera del criterio de aceptacion del protocolo, ambos laboratorios
participan en una investigacion y establecen acciones correctivas.

Generar un reporte final
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2.0 Desarrollo del estudio

Objetivo

Esta seccion debe exponer claramente el objetivo del estudio e identificar el
nombre del producto y el método o métodos que se van a transferir. Asi como

también el nombre de las empresas participantesi=" No se encuentra el origen de la

referencia.

Introduccion

Se establece el propdsito y los objetivos del contenido, se da una breve
explicacion o resumen, se incluyen algunos antecedentes relacionados al

estudio de transferencia designado a evaluar un método para su analisis®™" "°

se encuentra el origen de la referencia.

El estudio de transferencia evaluara un meétodo para el andlisis de las
concentraciones y preparaciones establecidas en el protocolo. Esta evaluacion

representa la calificacion del laboratorio para usar el método.

Identificacidén de participantes de laboratorio

Establecer equipos de trabajo en ambos laboratorios e informacion necesaria

para mantener una comunicacion constante durante la transferencia del

métodOiError! No se encuentra el origen de la referencia.
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2.1 Funciones y responsabilidades del laboratorio

experto

Entiéndase como laboratorio experto, el laboratorio que origina o desarrolla un

método y las responsabilidades de éste se enlistan como sigue:

2.1.1 Gerente o lider del proyecto

Desarrollar tiempos reales de entrega del proyecto.

Asegurar que todos los miembros del equipo entiendan el objetivo del

proyecto, asignaciones, responsabilidades y tiempos de entrega.

Llevar a cabo el proyecto y alcanzar objetivos dentro del tiempo

especificado.

Comunicacion constante y directa entre laboratorios y organizacion

gerencial.

2.1.2 Lider del laboratorio

Proveer apoyo en las actividades analiticas de acuerdo al plan de trabajo.
Proporcionar la siguiente documentacion:

a) Facilitar copias de todos los métodos analiticos sujetos a la
transferencia. Copias de las especificaciones actualizadas

de todos los productos que se van a transferir.

b) Antes de empezar el estudio, es responsabilidad del
laboratorio experto establecer una completa validacion de
los métodos y procedimientos sujetos a la transferencia. La
validacion debe cumplir con las guias de la Conferencia

12



Internacional de Armonizacién (ICH), por su nombre en

inglés International Conference Harmonization Q2AF™" N°

se encuentra el origen de la referencia. y QZBiError! No se encuentra el origen de la
referencia.  proveer copia del reporte de validacién vy

documentos que la soporten, incluyendo los estudios de

r.obusteZiError! No se encuentra el origen de la referencia.

Proporcionar estandares de referencia validados, estandares de
impurezas y reactivos que no sean facil de conseguir. Documentar
apropiadamente estos materiales como son los Certificados de Analisis
de los estandares de referencia y hojas de seguridad de datos de
materiales (MSDs) por su nombre en inglés material safety data sheet,
de los reactivos. El laboratorio que recibe debe de ser notificado de

cémo y en donde podran adquirir estos materiales.
Experiencia técnica y entrenamiento. Por ejemplo:

La sesidon de entrenamiento consiste en la demostracion del
meétodo. El laboratorio originador conduce el analisis en presencia
del los analistas que van a recibir el método. Esta demostraciéon
incluye la preparacion de reactivos, muestra y estandares de
referencia, acondicionamiento del equipo que se usara para llevar
a cabo el analisis, asi como la verificacion del sistema antes de
usarlo. La integracion en su caso de cromatogramas, célculos y
reporte también deben ser incluidos en el entrenamiento, al igual

gue la limpieza y cuidado de los equipos empleados.

Como ejemplo se presentan los siguientes pasos recomendados

en un entrenamiento de un método por HPLC:

v Preparacion de reactivos y de la fase movil

13



v Preparacion de las muestras y estandares de referencia
v" Acondicionamiento del equipo con la columna y la fase movil
v" Verificacion del sistema

v' Establecer la secuencia de inyecciones de las muestras y

estandares de referencia
v Integracion de los cromatogramas
v Célculos

v' El entrenamiento debe de ser formalmente documentado.

e Desviaciones: En caso de alguna desviacién o resultados fuera de los
limites de aceptacion del protocolo, el lider del laboratorio experto debe
dirigir una investigacion, y si es necesario disefiar experimentos para
encontrar la causa/error de los resultados fuera de limites. El protocolo
debe establecer pasos a seguir en la investigacion y/o resolucién de
problemas técnicos. Las desviaciones deben ser documentadas y

aprobadas por el personal designado de ambos laboratorios.

e Los lideres del proyecto deben atender a todas las juntas en donde su
asistencia sea requerida para revisar y/o solucionar cualquier problema

que surgiera.

e Asegurar el cumplimiento y tiempos de entrega de los laboratorios

14



2.1.3 Departamento de Aseguramiento de Calidad

Revisa y aprueba los documentos involucrados de la transferencia, realiza una
evaluacion estadistica de los resultados de ambos laboratorios y determina si
el laboratorio que receptor esta calificado para realizar los analisis del método.
Este departamento genera y distribuye entre ambos laboratorios un reporte

final.

2.2 Funciones y responsabilidades del laboratorio

receptor

El laboratorio receptor debe designar un gerente o lider del proyecto para
evaluar recursos y tiempos de liberacion del método. Proporcionar recursos y
apoyo en los objetivos del proyecto y asegurar los tiempos de entrega. Asi
como también la revision del método para identificar problemas que pueden ser

resueltos antes de que el protocolo sea aprobadoiE™" No se encuentra el origen de la

referencia.

2.2.1 Lider del proyecto del laboratorio receptor
e Proporcionar recursos y apoyo en los objetivos del proyecto asi como

asegurar los tiempos de entrega.

e Confirmar que el personal del laboratorio reciba un adecuado

entrenamiento para cada método que recibe.

e Participar en el desarrollo y aprobacion del protocolo mencionado.
15



2.2.2

2.2.3

Dirigir y proporcionar soporte técnico a los analistas.

Asegurar que los analisis se realicen como se establece en el protocolo
siguiendo las Buenas Practicas de Manufactura.

Revisar resultados analiticos y hojas de trabajo.

Generar un reporte.

Analistas

Recibir entrenamiento de los métodos que van a realizar.

Revisar el método y protocolo, asegurando que no hay ninguna duda

para llevar a cabo el analisis.

Examinar las muestras y estandares de referencia a su llegada para
verificar que no exista ninguna alteracion y que estén debidamente
identificadas. En caso contrario comunicar cualquier desviacion al

supervisor del proyecto.

Efectuar los analisis como lo indica el protocolo de la transferencia.

Supervisor de laboratorio
Verificar que el laboratorio que recibe utilice el mismo equipo (marca y
modelo) que fue usado en el desarrollo del método.

Confirmar que el equipo que se requiere para realizar los analisis esté

debidamente acondicionado y calibrado.

En caso de no contar con el equipo, es necesario notificar al laboratorio
experto para considerar el tiempo necesario para la compra y
calificacion de equipo.

16



2.2.4 Departamento de Aseguramiento de Calidad

¢ Revisay aprueba los documentos involucrados en la transferencia.

e Asegura que el estudio, se lleve a cabo dentro de las Buenas Préacticas

oiError! No se encuentra el

de Manufactura y Buenas Préacticas de Laboratori

origen de la referencia.

e Al término del estudio, el departamento revisa los resultados de la
transferencia y envia la documentacion necesaria al laboratorio experto

para evaluar la reproducibilidad entre ambas partes.

2.3 Criterio de aceptacion

El criterio de aceptacion estipula la evaluacion de los resultados, por lo que es
necesario establecerlo razonablemente para demostrar reproducibilidad y

también prevenir resultados fuera de especificaciones.

Estudios estadisticos se emplean para evaluar la reproducibilidad de los
resultados entre laboratorios. Es necesario especificar el numero de lotes

usados Y las réplicas para aplicar dicho estudio.

El criterio de aceptacion del método se puede establecer basado en las

siguientes consideraciones:

e Limites o especificaciones

e Historia del método basado en resultados analiticos.
e Resultados de la validacion del método

e Variabilidad/Reproducibilidad entre analistas
17



El estudio de la precisién inter-laboratorio es el proceso idéneo para demostrar
la reproducibilidad de las pruebas. La diferencia del promedio y desviacion
estandar dentro del laboratorio y entre ambos laboratorios se usa para los
céalculos estadisticos del estudio, tomando en cuenta los diferentes analistas,

equipos, dias y el nimero de lotes usados.

La variabilidad durante la transferencia del método no debe ser confundida con
la variabilidad del método, el criterio de aceptacion debe ser claramente

definido en el protocolo de la transferencia.

2.4 Preparacion de muestras para analisis

El laboratorio experto selecciona y manda las muestras al laboratorio que va a
recibir el método. Las muestras seleccionadas para la transferencia deben
cubrir el rango de las dosis/concentraciones del producto. Se recomienda usar
muestras representativas de tres lotes con fecha de expiracion caducada. El
laboratorio participante también recibe los estandares de referencia y reactivos
o componentes no faciles de conseguir. La cantidad de muestra debe ser

suficiente para repetir por lo menos tres veces todos los andlisisi="r No se encuentra

el origen de la referencia.

Especificar en el protocolo el método de envio y el almacenamiento de las
muestras. Las cuales se mandan, con suficiente antelacion para ser recibidas
antes de la fecha propuesta de inicio de los analisis. Para reducir variabilidad

en los resultados es recomendable monitorear la humedad del farmaco.

Nota: Una seleccién apropiada de muestras es un factor critico para
facilitar el estudio de la transferencia. Las muestras se seleccionan de

manera que la variabilidad entre ambos laboratorios no sea altamente
18



significativa. Sin embargo seleccionar muestras puras no es
recomendable. En caso de que las muestras seleccionadas no contengan
impurezas que se puedan cuantificar, éstas se pueden adicionar para
realizar el estudio de reproducibilidad por medio de la prueba de recobro.

2.5 Familiarizacion del método

El método debe estar escrito con claridad para asegurar una sola

interpretacion, e indicar precauciones a seguir al llevar a cabo los analisis.

La familiarizacion se lleva a cabo por medio de un entrenamiento

proporcionado por el laboratorio experto.

Al finalizar el entrenamiento, el laboratorio receptor podra identificar los
puntos criticos que puedan causar dificultad en el estudio, y estos deben de ser
aclarados antes de iniciar los analisis.

A continuacién se mencionan algunos factores adversos que pueden ser
rastreados cuando se usa un equipo de HPLC para analisis del método, por

ser una técnica analitica muy socorrida para estos casos.

¢ La diferencia en disefio y tiempo de ciclado de los inyectores, los
detectores pueden tener diferentes filtros, la precision de la
longitud de onda, el tipo de bombas que liberan el solvente

(ejemplo: baja presion versus alta y el sistema de mezclado).

e Otro de los factores adversos es cuando se emplea un método
por separacion de gradientes, el volumen muerto o de retraso

debe ser tomado en cuenta para evitar co-elucién de picos’=™" \°

se encuentra el origen de la referencia.
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2.6

e Las columnas para el HPLC han sido otro significativo factor de
variabilidad en la transferencia. Aunque los fabricantes han
mejorado la reproducibilidad entre lote y lote de columnas, es
necesario detallar en el protocolo qué tipo de columna debe ser

usada, incluyendo la marca.

e La temperatura de la columna que se indica en el procedimiento
es otro recurso de variabilidad para alcanzar la exactitud y
precision del método, de ahi que la columna debe estar
perfectamente acondicionada antes de inyectar las muestras y

asegurar que el equipo cumple con las pruebas de verificacion del

SistemaiError! No se encuentra el origen de la referencia.

Parametros sugeridos en la evaluacion durante la

transferencia de métodos analiticos

La evaluacion de métodos analiticos para su transferencia se enfoca en la

capacidad del equipo para generar resultados equivalentes y reproducibles, por

lo cual se recomienda evaluar algunos parametros de validacibn como se

indica en las pruebas mencionadas a continuacion:

2.6.1 Ensayo de Pureza

Verificacion del Sistema
Linealidad

Precision Intermedia (comparacion inter-laboratorios). Esta prueba se
realiza con tres lotes por triplicado en tres dias. Cuando hay mdultiples

dosis, los lotes seleccionados deben cubrir el intervalo de las
20



concentraciones del producto, (alta, baja y media). La variabilidad

depende de analistas, dias e instrumentos por ejemplo:
Corrida 1: analista 1 Dia 1 Instrumento 1

Corrida 2: analista 1, Dia 2, Instrumento 2

Corrida 3: analista 2, Dia 2, Instrumento 1

Las muestras, los estandares de referencia y los reactivos se preparan

nuevos en cada corrida.

La estabilidad de las soluciones es opcional En caso de que el
laboratorio receptor tenga condiciones diferentes de almacenamiento al
originador o si la estabilidad de la solucién analitica no fue previamente

establecida, se recomienda efectuar este estudio.

2.6.2 Ensayo de Impurezas

Verificacion del Sistema
Linealidad

El limite de cuantificacibn debe ser confirmado Unicamente en el

laboratorio que recibe el método

Precision Intermedia. Esta prueba se lleva a cabo en tres lotes por
triplicado en tres dias. Muestras que no contengan impurezas, éstas son
adicionadas al farmaco para su anadlisis como lo indica la prueba de
exactitud de la validaciéon del método. Se recomienda preparar tres
muestras independientes por triplicado a tres niveles de concentracion
cubriendo el limite de la especificacion al 120% del limite. Ejemplo: Si el

limite de impureza es 1.0%, el 120% de 1.0% serda 1.2%. La
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concentracion baja es aleatoria y en este caso es 0.1% de la

concentracion de la muestra de trabajo.

e Estabilidad de las soluciones de trabajo es opcional.

2.6.3 Prueba de Disolucion
e Verificaciéon del sistema

e Linealidad
e Comparacion inter-laboratorio (perfil de disolucién 12 muestras)

Para farmacos con disolucion prolongada se realiza un perfil de disolucién con
doce unidades. Los resultados de ambos laboratorios deben ser comparados
por medio del factor de similitud f2 (programa) y el resultado debe estar dentro

de las especificaciones f2 (50-100).

Ecuacion de similitud f2:
£2-50 Iog{b+l/n2?_l(Rt Tyl x1oo}

n: Numero de puntos de muestreo en el perfil de disolucion
Z” Suma de todos los tiempos de muestreo

R; : Valor promedio de la muestra del tiempo de laboratorio de referencia en

el tiempo t

T:: Valor promedio de la muestra del tiempo de laboratorio de referencia en

el tiempo t
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Para farmacos con disolucion inmediata, se siguiere usar el nivel L2 (12

unidades) de la prueba en lugar de 6 unidades que es lo tipico. El resultado

debe cumplir con las especificaciones del método y la diferencia entre

laboratorios debe ser < 5% del valor promedio entre ambos laboratorios.

Cuando se tienen farmacos con multiples dosis, la prueba de disolucién debe

cubrir el intervalo de las concentraciones (bajas, altas y medias), dos

disoluciones para cada dosis.

2.6.4 Verificacion de limpieza de equipo de manufactura

Verificacion del sistema
Linealidad (se conduce en principios activos y agentes de limpieza)

Recobro de la superficie (acero inoxidable, vidrio etc.). El muestreo de
las superficies debe ser realizado por personal calificado que hace el

muestreo de rutina en la verificacion de limpieza.

2.6.5 Otros Métodos
Se recomienda transferir métodos con procedimientos diferentes a los de las

farmacopeas.

Identificacion
Pérdida al secado
Color
pH
XRD ( difraccion de rayos X))
Rotacién especifica
Karl Fischer
Tamafio de particula
23



e Metales pesados

Nota: Los métodos microbiolégicos no se transfieren, asi que deben ser

validados por el laboratorio receptor.

2.7 Evaluacion comparativa

El estudio comparativo es lo mas comun en el proceso de transferencia de un
método. La evaluacion se realiza cuando dos o més laboratorios efectuar los
mismos analisis en el mismo lote del farmaco. Los resultados de ambos
laboratorios son comparados por un simple estudio estadistico (promedio,
deviacion estdndar y %RSD) o por el analisis de la varianza (ANOVA) que

permite medir la variacioén entre los resultados de los laboratorios

A continuaciébn se describen los métodos de andlisis y las pruebas
seleccionadas que se usan con mas frecuencia para su evaluacion

comparativa.

aiError! No se encuentra el origen de la referencia.

Pureza: Prueba de precision intermedi

) iError! No se encuentra el origen

e Impurezas: Prueba de adicidén/recobro (exactitud

de la referencia.

e Disolucion: Comparacion estadistica usando el factor de similitud 2.

e ElI método de la verificacion de limpieza del equipo de fabricaciéon se lleva

a cabo por medio del estudio de adicidén/recobro de la superficie.

Los resultados estadisticos de las pruebas son comparados entre ambos
laboratorios y estos deben cumplir con el criterio de aceptacion establecido en

el protocolo de la transferencia.
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2.8 Reportar resultados analiticos

Con el objeto de que los laboratorios documenten los resultados analiticos de
la misma forma, el protocolo debe de incluir un formato de reporte que

contenga los siguientes puntos:
e Instrucciones de como redondear resultados numéricos

e Anexar copias de todo el estudio de la transferencia incluyendo curvas y

hojas de célculo

. Resultados comparativos en forma tabular de registros individuales y

promedios de ambos laboratorios
. Documentar resultados individuales

. En caso de alguna desviacion, reportar la investigacion, resolucion y

accion correctiva
. Firmas de los que participaron en los andlisis

El departamento de Aseguramiento de Calidad del laboratorio experto revisa
los datos generados por ambos laboratorios. Cuando los resultados cumplen
con el criterio de aceptacion se genera un reporte indicando que el laboratorio

que recibe esta entrenado y calificado para realizar el método transferido.
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3.0 Discusion

Hay varios pasos involucrados en el desarrollo de un método analitico. Primero
escribir el método y llevar a cabo la validacion del mismo, la cual puede ser
conducida dentro del mismo laboratorio donde se desarrollo el método o con un
laboratorio externo. El siguiente paso es transferir el método a un laboratorio

externo para su implementacion.

Las variantes que influyen en la transferencia del método para obtener

resultados reproducibles entre laboratorios son:
e Disefio del estudio
e Similitud de equipos
e Equipo de laboratorio calibrado
e Meétodo validado
e Entrenamiento para el laboratorio receptor del procedimiento analitico
e Discusion del método para esclarecer dudas antes de realizar el estudio
e Comunicacion abierta entre ambos laboratorios

e Criterio de aceptacion adecuado Buenas practicas de documentaciéon
entre laboratorios
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3.1 Ejemplo de un protocolo para un meétodo por HPLC

El ejemplo en este caso es sobre la transferencia de un método (nombrado
AB325) para la determinacion de impurezas por HPLC en las tabletas
nombradas ZZZ 86 mg/tableta.

El proceso de manufactura y los métodos analiticos fueron validados como lo
indican las guias de validacién |CHiError! No se encuentra el origen de la referencia.,jError! No
se encuentra el origen de la referencia. y o] meétodo deberd ser trasferido a otro laboratorio
para su implementacion. El laboratorio que recibe el método cuenta con
instrumentos idénticos a los del laboratorio originador, asi como también con
personal altamente calificado y entrenado para recibir este método.

El protocolo describe en detalle cdmo se ejecutan cada una de las pruebas,
condiciones de andlisis y los criterios de aceptacion. Se incluye también
informacion de las muestras que se usan para la transferencia del método.

Nota: Las pruebas sugeridas en el ejemplo del protocolo y el criterio de

aceptacion son recomendaciones basadas en una practica comun

Protocolo de la Transferencia Analitica de un Método de Impurezas
“AB325” en las tabletas ZZZ de 86 mg/tableta de activo.

3.1.1 Objetivo

El laboratorio de Control de Calidad sera calificado para realizar el analisis de
la determinacion de la impureza AB325 por cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC) en el producto ZZZ de 86 mg/tableta
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3.1.2 Introduccidn

El método ha sido desarrollado y validado para determinacion de impurezas en
las tabletas de ZZZ de 86 mg/tableta. El siguiente protocolo describe las
pruebas analiticas y el criterio de aceptacion necesarios para efectuar la

transferencia.

El departamento de Desarrollo Analitico transfiere el método de HPLC al
laboratorio de Control de Calidad. Este proceso califica al laboratorio de Control
de Calidad para realizar el analisis de la determinacion de impureza AB325 en
el producto ZZZ de 86 mg/tableta.

La calificacion del laboratorio consta de pruebas analiticas que son
comparadas entre el originador y receptor del método. La comparaciéon se hace
en base al criterio de aceptacion por medio de una simple evaluacién
estadistica. Las pruebas seleccionadas son linealidad, sensibilidad, precision

inter-laboratorios por medio del estudio de adicién y recobro.

Aseguramiento de Calidad del laboratorio experto revisa los resultados de
ambos laboratorios y efectia una comparacion estadistica. Hasta entonces el
laboratorio de Control de Calidad queda calificado para llevar a cabo el método

y reportar resultados dentro de las Buenas Practicas de Manufactura.

3.1.3 Protocolo

La lista siguiente puede servir de ayuda para verificar si se tiene lo necesario

para realizar los analisis.
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Tabla 3: Lista de Materiales

v Entrenamiento del procedimiento

Equipo

Columnas HPLC

Materiales y reactivos

Estandares de referencia

Muestras

Certificados de analisis y MSDS

Protocolo aprobado

3.1.4 Informacién de la muestra

Para propédsito de la transferencia del método se usan lotes que hayan
expirado. Nombre del producto: XXX de 86 mg/tableta. Peso por tableta 160

mg
e Lote: 532A fecha de caducidad: 2 Abril 2005
e Lote: 533B fecha de caducidad: 19 Junio2005

e Lote: 534C fecha de caducidad: 17 Diciembre 2005

3.1.5 Pruebas requeridas y criterio de aceptacion

Tabla 4 describe las pruebas requeridas, el criterio de aceptacion para la
transferencia del método analitico y el laboratorio responsable de hacer la
prueba.
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Tabla 4: Pruebas Requeridas y Criterio de Aceptacion

Laboratorio

Prueba Responsable del Criterio de Aceptacion
andlisis
Linealidad Laboratorio receptor r>0.990

Laboratorio receptor

Sensibilidad Senal de Ruido > 10 @ 0.1%

Ambos laboratorios Para 0.1% = 70-130%
Para 1% = 80-120%
Para 1.5% = 80-120%

Precision Intermedia
adicién/recobro

Precisién (RSD de las pruebas Ambos laboratorios

de recobro) RSD <20% @ 0.5y 1.0 %

3 1 5 1 Ll neal |dad iError! No se encuentra el origen de la referencia.,jError! No se encuentra el

origen de la referencia.

Evaluar la linealidad del pico del area de la respuesta de la impureza (AB 325)
en el rango de 0.05 pg/mL (0.1%) a 7.5 ug/mL (equivalente 150% del limite

reportado), usando seis puntos igualmente espaciados.
Hacer tres inyecciones de cada nivel y usar el promedio de las areas.

Verificar el sistema antes de iniciar las inyecciones.

Procedimiento de |a Iinea“dadiError! No se encuentra el origen de la referencia.,jError! No se

encuentra el origen de la referencia. .

e Solucion patrén de referencia: Pesar con precision aproximadamente
25 mg del estandar de referencia de la impureza y transferir el material a

un matraz volumétrico de 50 mL. Disolver en 20 mL de disolvente
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(mezclar 145 volumenes de tetrahidrofurano y 255 volumenes de
acetonitrilo), agitar el matraz por 30 segundos para disolver. Después de
gue el material esté completamente disuelto, adicionar agua hasta el

aforo y mezclar bien (0.5 mg/mL)

Solucién A: Transferir 10 mL de la solucion patron de referencia a un
matraz volumétrico de 200 mL y diluir con la fase movil al aforo. (0.025

mg/mL).

Solucién estandar (~0.10%): Transferir 2.0 mL de la solucion A en un

matraz volumétrico de 100-mL y diluir al aforo con la fase movil.

Solucién estandar (~0.25%): Transferir 2.5 mL de la solucion A en un

matraz volumétrico de 50-mL, y diluir al aforo con la fase movil.

Solucion estandar (~0.50%): Transferir 5.0 mL de la solucion A en un

matraz volumétrico de 50-mL, y diluir al aforo con la fase movil.

Solucion estandar (~0.75%): Transferir 15.0 mL de la solucion A en un

matraz volumeétrico de 100-mL, y diluir al aforo con la fase movil.

Solucidon estandar (~1.0%): Transferir 10.0 mL de la solucién A en un

matraz volumétrico de 50-mL, y diluir al aforo con la fase mouvil.

Solucién estandar (~1.5%): Transferir 15.0 mL de la soluciéon A en un

matraz volumétrico de 25-mL, y diluir al aforo con la fase movil.

Calcular la regresion lineal con el promedio de las areas del pico principal del

componente. Reportar el coeficiente de correlacion.

Los resultados de la prueba de linealidad se presentan en la Tabla 6 y Figura

3.1

Criterio de aceptacion: r > 0.99
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3 1 5 2 SenSi bllldad iError! No se encuentra el origen de la referencia.,jError! No se

encuentra el origen de la referencia.

El limite de cuantificacion (LC) del método es determinado usando la solucién

de 0.1% de la solucion de la linealidad y como blanco usar la fase movil.

Medir la sefal de ruido (S/N) como esté indicado en la guia de validacion de la

Conferencia Internacional de Armonizacién ICHIE™* No se encuentra el origen de la

referencia.

Criterio de aceptacion: S/N =10

3.1.5.3 Estudio de adicion y recobro de impurezasi="" " se

encuentra el origen de la referencia.,jError! No se encuentra el origen de la referencia.

El estudio de adicion y recobro de impurezas serd conducido a tres niveles de
concentracion. Cada nivel se prepara en triplicado en dos diferentes dias,
usando diferente analista, equipo de HPLC (la misma marca, diferente equipo)
y diferente lote de la columna.

La fase movil, la preparacion de la soluciones de referencia y de muestras se
preparan nuevas en cada COrridaiError! No se encuentra el origen de la referencia.,jError! No se
encuentra el origen de la referencia. ge |lenan las Tablas 7,8, 9 y 10 con los resultados

obtenidos de las inyecciones del equipo de HPLC.

Procedimiento de reCobrOiError! No se encuentra el origen de la referencia.,jError! No se encuentra el

origen de la referencia..

e Solucion patron de referencia de impureza (solucién A)

Pesar con precision aproximadamente 25mg del estdndar de
referencia y transferir el material a un matraz volumétrico de 50 mL.
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Disolver en 20 mL de disolvente (mezclar 145 volimenes de
tetrahidrofurano y 255 volimenes de acetonitrilo), para disolver agitar
el matraz por 30 segundos. Después de que el material esté
completamente disuelto, adicionar agua hasta el aforo y mezclar bien
(0.5 mg/mL).

e Solucion de impureza para adicionar a la muestra

Transferir 10 mL del patron de referencia A en un matraz volumétrico

de 200 mL y diluir al aforo con fase movil.

e Preparacion de la muestra adicionada con laimpureza

Moler 20 tabletas, pesar con exactitud el equivalente a una tableta
(160 mgq), y transferir el material a un matraz volumétrico de 50 mL,
adicionar 20 mL de disolvente, agitar en el Vortex por 30 segundos,
adicionar la impureza como se describe en la Tabla 5 y diluir al aforo
con agua. Mezclar bien vy filtrar una porcion de la solucion usando

una membrana de Nylon de 0.45u de 25 mm.

e Preparacion de la muestra sin adiciéon de impureza como muestra

control

Esta solucidén se usa como control de referencia para cuantificar las
impurezas presentes en la muestra original y hacer la substraccion

para los calculos de recobro de impurezas.
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Pesar con exactitud el equivalente a una tableta, transferir el material
a un matraz volumétrico de 50 mL, adicionar 20 mL de disolvente,

agitar en el Vortex por 30 segundos y diluir al aforo con agua.

Mezclar bien. Filtrar una porcion de la solucibn usando una

membrana de Nylon de 0.45u de 25 mm.

Para facilitar la preparacion de las soluciones ver como ejemplo la
Tabla 5.

Criterio de aceptacién: Para la concentracion adicionada de 0.1%, el
promedio del recobro debe estar en el rango de 70-

130% para cada analista.

Para las concentraciones adicionadas de 0.5% vy
1%, el promedio del recobro debe estar en el rango

de 80-120% para cada analista.

Tabla 5: Adicion de Impurezas en la Prueba de Recobro
(preparar en triplicado)
Impureza
cantidad Granulado de Matraz
% adicionado de adicionada tableta 160mg | Diluyente | Agua | Volumétrico
impureza (mL) = 86 mg activo (mL) (mL) (mL)
(control de referencia) 0% 0omL 160 20 30 50
0.10% 1mL 160 20 30 50
0.5% 5mL 160 20 30 50
1.0% 10 mL 160 20 30 50

Verificar el sistema antes de iniciar las inyecciones

3.1.54 Precision del estudio de recobrgiErr Noseencuentra el origen de

la referencia.,jError! No se encuentra el origen de la referencia.
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Preparar seis veces la solucion que contiene el 1% de impureza como lo indica

el procedimiento de recobro e inyectar la solucion.

Criterio de aceptacion: El % de la desviacion estandar relativa del recobro
(n=6) debe de ser < 10%

Célculos para % de recobro
Impureza encontrada en el ensayo

a) Impureza encontrada pug/mL = A/B x C/100 x (diluciones) x 1000

b) Impureza en la muestra control + cantidad de impureza adicionada

cantidad tedrica

¢) Impureza adicionada en la muestra encontrada / cantidad tedrica x 100
%recobro
Donde:

A = area del pico de impureza

B = &rea del pico del estandar de referencia.

C = peso del estandar de referencia

Llenar las siguientes Tablas con los resultados obtenidos durante el estudio de
la transferencia analitica, anexar cromatogramas, y copias del cuaderno de

trabajo.
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Ejemplo: Resultados de la prueba de linealidad

Tabla 6: Linealidad de laimpureza AB325
Concentracion Area del Pico
de la muestra
Concentracion de trabajo
(ng/mL) (%) Inyeccién 1 | Inyeccién 2 | Inyeccion 3 Mean
0.50 0.10 13131 13478 13304.5 13305
1.25 0.25 33578 33568 33573.0 33573
o5 0.50 67123 67147 67135.0 67135
375 0.75 100796 100800 100798.0 100798
5.00 10 133780 133441 133610.5 133611
15.00 15 400394 400697 400545.5 400546

Coeficiente de correlacion r = 0.999

Figura 3.1 Grafica de las areas del pico Vs concentracion

Linealidad de la impureza AB325
250000
200000 /
«» 150000
g /
I 100000 /
50000 /
D T T T
0.000 2.000 4.000 6.000
mcg/mL

8.000
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Tabla 7: Verificacion del Sistema

Pruebas Especificaciones Resultados
Factor de coleo: NMT 1.5 NMT 1.5

Replica de 6 inyecciones: % Desviacion RSD < 5.0%

estandar relativa del pico de impureza AB325

Resolucidon: Determinacion de la resolucion R>4.0

entre el pico de impureza AB325 y el pico del

principio activo

Tabla 8:

Recobro de la Impureza AB325 laboratorio originador

Concentracioén
tedricade la
impureza
adicionada (%)

areas de las muestras
adicionadas

Cantidad de
impureza
encontrada en
las muestras
adicionadas

pg/mL

Control +
Cantidad cantidad
adicionada adicionada =
pg/mL tedrico
pg/mL

% Recobro =
Cantidad
encontrada/
tedrico
adicionado x 100

0.1

0.50

1.0

Muestra
control

NA

37




Tabla 9: Recobro de la Impureza AB325 laboratorio receptor
Cantidad de Control + % Recobro =
Concentracion . Impureza ; i Cantidad
tedrica de la Conc area de las encontrada en Cantidad cantidad - encontrada /
h muestras adicionada adicionada = i
impureza ug/mL adicionadas las muestras mL tedrico tedrico
adicionada (%) adicionadas HY adicionado x
pg/mL ng/mL 100
0.1
0.50
1.0
Muestra
NA NA
control
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Tabla 10: Comparacion Intra-laboratorios
Laboratorio Originador Laboratorio Receptor
conc Mediay Mediay
Analista | (%) wiw % Recobro % RSD % Recobro % RSD
1
Media= Media=
Media = Media =
0.10%
%RSD = %RSD =
2
Media= Media=
1
Media= Media=
Media = Media =
0.50%
%RSD = %RSD =
2
Media= Media=
1
1.00% Media= Media = Media= Media =
%RSD = %RSD =
2
Media= Media=
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3.2 Desviaciones

Los laboratorios deben de tener procedimientos de operacion estandar (SOP,
por sus siglas en ingles) para resultados fuera de especificaciones o fuera del
criterio de aceptacion. Cuando los resultados de analisis se encuentran fuera
del criterio de aceptacion del protocolo, se debe llevar a cabo una investigacion

asi como también una comunicacién inmediata con el lider del proyecto™.

El propésito de la investigacion es encontrar la causa de los resultados fuera
de limites establecidos en el protocolo. Las agencias regulatorias solicitan un
reporte escrito de la investigacion, incluyendo conclusiones, seguimiento y

accion correctiva®®.

Los resultados generados fuera del criterio de aceptacion del protocolo son
dificiles de investigar debido a que se usan procedimientos y materiales
idénticos con instrumentos similares, sin embargo, la investigacion debe de ser
mancomunada entre ambos laboratorios y detallada para encontrar la causa

del error. Los siguientes puntos son de utilidad en la investigacion:

» Revisar el método analitico con el analista para confirmar el

conocimiento y desarrollo del procedimiento.

» Revisar los resultados analiticos incluyendo cromatogramas y espectros,

asi como identificar anomalias.
= Verificar los célculos usados hasta llegar al resultado final.

= Confirmacion de que el equipo estd debidamente calibrado y trabajando

correctamente.
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= Verificar que las soluciones de referencia, soluciones de muestra,
reactivos y otras soluciones usadas en el analisis fueron preparadas

como lo indica el procedimiento.

Se debe analizar la hipétesis que pudo haber causado la falla (ejemplo: error

en diluciones, malfuncionamiento del equipo, etc).

Basado en los resultados de investigacion se determinara si es necesario un

re-analisis.

Es importante que cada paso de la investigacion se documente formalmente y

se siga una accion correctiva.

A continuacion se presenta un formato de un reporte de investigacién y un plan
de contingencia en caso de desviaciones o retrasos durante el proceso de la

transferencia, Tabla 11 y 12 respectivamente.
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Tabla 11: Reporte de Investigacion

Numero del Proyecto:
Forma Farmacéutica:

Lote:

Nombre del Producto:
Analista:

Fecha:

Numero de método usado

El analista esté calificado y entendio el procedimiento

Los célculos fueron revisados

Materiales, reactivos estandares usados

Preparacién de la muestra (solucién patrén)

Almacenamiento de la muestra

Extracciéon/Filtracion

Diluciones

Verificacion del Sistema

Historial analitico del método

Re-analisis de la solucion de prueba

Comentarios:

Basado en la informacién acumulada se determina:

Ensayo valido: Re-andlisis requerido:

Firma del Supervisor: Fecha:
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Tabla 12:

Plan de Contingencia

Riesgo

Plan de Contingencia

Problema no esperado
(problema técnico o nueva
asignacion).

(0]

El lider del proyecto en conjunto con
los participantes del equipo revisaran
el impacto del problema versus el
tiempo de finalizar el proyecto.

Revisar alternativas y  recursos
disponibles para minimizar retrasos en
el plan de trabajo.

Se requiere de una junta con los
lideres e integrantes del proyecto para
revisar y aprobar modificaciones al
plan de trabajo.

La revision de la
documentacibn toma mas
tiempo de lo establecido.

Estar de acuerdo con el tiempo
necesario para el proceso de revision
de cada paso de los documentos.

En caso de que el tiempo de revision
no sea suficiente para cumplir la fecha
sefialada, el gerente revisara los
retrasos con los miembros del equipo
para un posible ajuste de tiempo.

Un miembro del equipo deja el
grupo 0 un nuevo participante
se une al proyecto.

Se llevard a cabo una junta con los
miembros del equipo y se revisara el
progreso del proyecto con el nuevo
miembro informandole de los
problemas en caso de haberlos.

Cuando un participante sale del grupo,
se revisa el progreso del proyecto con
los integrantes del equipo y en caso
necesario se ajustaran los tiempos de
entrega.
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3.3

Experiencias personales obtenidas en

transferencias analiticas

A continuacion se describen algunas experiencias profesionales durante 8 afios

en transferencia de métodos analiticos.

3.3.1 Problemas encontrados durante una transferencia

Inexactitud de la estimacion del tiempo necesario para llevar a cabo la

transferencia de un método analitico.

Las responsabilidades no son claras y precisas, por lo que no estan bien
establecidas para los integrantes del grupo.

Recursos insuficientes para realizar las actividades de la transferencia.
El instrumento para efectuar los analisis no es equivalente.

El laboratorio receptor no cuenta con personal calificado para llevar a
cabo los analisis.

No existe buena coordinacion para el entrenamiento.

Insuficiente evaluacion del método antes de la calificacion del

laboratorio.

No existe una apropiada evaluacion de los resultados analiticos.
Los métodos no son suficientemente robustos.

No hay suficiente comunicacion entre los laboratorios.

Inconsistencia de los miembros de los equipos para alcanzar sus
objetivos.
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3.2.1 Lecciones Aprendidas

Debe existir una secuencia de objetivos y tiempos necesarios en cada

paso de la transferencia.

Detallar el calendario de actividades del proyecto y asignaciones con

duracion del trabajo.

Revisar frecuentemente el progreso del proyecto para alcanzar los

objetivos en el tiempo sefialado.
Aclarar cualquier duda del estudio.

Incrementar contacto directo entre las compafias.

Practicar el método antes de iniciar el protocolo de la transferencia.
Limitar el cambio de los participantes del equipo de la transferencia.
Asignar un lider del proyecto en los laboratorios participantes.

El laboratorio que recibe estd de acuerdo en comprar el equipo
equivalente al laboratorio originador para minimizar variabilidad en los

resultados.

Los analistas deben trabajar dentro de las buenas practicas de

manufactura y buenas préacticas de laboratorio.

El método debe esta escrito con detalles para preparar las muestras de

trabajo, estandares de referencia con gréaficas explicativas y célculos.
Se debe identificar riesgos y contar con un plan de contingencia.
Monitorear el progreso y proveer actualizaciones.

No insistir en hacer que un mal método funcione.
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4.0 Conclusiones

Este estudio describe la importancia y necesidad de obtener resultados
reproducibles cuando se analiza un mismo farmaco en diferentes laboratorios.
Los laboratorios participantes en la transferencia deben de ser capaces de
generar resultados similares con precision y exactitud debido a que usan lotes

idénticos del farmaco y sistemas similares.

Siguiendo lo anterior, este estudio demuestra que los factores importantes para

generar resultados analiticos similares entre laboratorios son:

Un método robusto

e Buen disefo del proyecto

e Detallado entrenamiento al laboratorio que recibe el método
e Comparacion de los resultados obtenidos entre laboratorios.
e Uso eficiente de recursos.

e Comunicacion abierta entre laboratorios participantes

e Crear una positiva impresiéon y buena relacidbn entre grupos,

departamentos y organizaciones

Queda establecido que para obtener una exitosa transferencia de método deben existir bases

claras y comunicacion abierta entre los laboratorios participantes.
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