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Abreviaturas

ML micro litros

°C grados centigrados

CV Coeficiente de Variacion

Da Daltones

DE Desviacion Estandar

FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos

ICH Consejo Internacional de Armonizacion

h horas

IFA Ingrediente Farmacéutico Activo

kDa kiloDaltones

kg kilogramo

mOsm miliosmoles

NOM Norma Oficial Mexicana

PT Producto Terminado

s segundos

TA Temperatura Ambiente

USP Farmacopea de los Estados Unidos.
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1. Resumen

En los Ultimos afios la industria farmacéutica ha tenido gran auge en el descubrimiento,
desarrollo y comercializacion de nuevos productos farmacéuticos, implementando nuevos
avances tecnologicos con el fin de innovar en la presentacion, formulaciébn, modo de empleo,
mecanismo de accion, elevar la asequibilidad y accesibilidad a los individuos de la sociedad
con el fin de garantizar el derecho y acceso a la salud.

Uno de estos productos es Transferon®, que es un extracto dializable de leucocitos humanos y
tiene una amplia aplicacion como adyuvante inmunomodulador de la respuesta inmune en
diversas patologias como alergias, enfermedades de origen infeccioso y autoinmunidades.
Este producto carece de la cuantificacién de solutos asociados al proceso de fabricacion, y se
propone que una de las formas de determinar estos solutos es la determinacién de la
osmolalidad.

En el presente trabajo se muestra el desarrollo sistematizado y sustentado bajo un sistema de
gestion de la calidad para la determinacién de la osmolalidad de PT e IFA de Transferon®, el
cual permitir4 apreciar el contenido de solutos netos en este producto farmacéutico, asi como
caracteristicas generales del proceso, la utilidad para realizar la medicion de lotes de forma
rutinaria y la emisién de una propuesta de especificacion de calidad.

Durante el presente trabajo se realiz6 el desarrollo de un método analitico, adecuaciones del
equipo a emplear; el Osmémetro Advanced Instruments® modelo 3250, estandarizacién del
método, el desarrollo de un protocolo de validacién, la validacion del método analitico acotado
a normativa de caracter nacional e internacional, donde se evaluaron un total de diez atributos
de medicion (adecuabilidad al sistema, linealidad al sistema, especificidad, linealidad del
método, exactitud, repetibilidad, precision intermedia (dias), precision intermedia (analistas),
estabilidad de la muestra y robustez) los resultados fueron emitidos en un reporte de
validacion y se concluy6 que el método es apto para los fines establecidos.

Se realiz6 un andlisis estadistico de la osmolalidad de varios lotes evaluados, obteniendo el
promedio y la desviacion estandar para valores de PT como IFA, estableciendo una propuesta
de especificacion de calidad para Transferon® que contempla el Promedio + 3DE. Para PT la
especificacién concreta en valores de 74.7 £ 4.5 mOsm/kg, en el caso de IFA la especificacion
concreta en valores de 160.2 + 10.5 mOsm/kg, garantizando asi la calidad del producto.
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2. Marco teorico.
2.1. Industria Farmacéutica.

La Industria farmacéutica es el principal elemento de los sistemas de salud en todo el mundo,
se encuentra constituido por organizaciones publicas y privadas enfocadas a la investigacion,
descubrimiento, desarrollo, fabricacion, dispensacion y comercializacion de medicamentos
para la salud humana (Sociales, 1998). Se basa principalmente en la investigacion y
desarrollo (I + D), de medicamentes enfocados para prevenir o tratar diversas enfermedades,
asi como el estudio de principios activos y los mecanismos involucrados para llevar a cabo su
accion terapéutica (Brunton, 2006).

En los ultimos afios se ha tenido un auge en el desarrollo de avances cientificos y
tecnologicos acelerando el desarrollo de diversos productos farmacéuticos de caracter
innovador, especificos, con una diversidad de la aplicacion de procesos de tecnologia
farmacéutica para diversificar la presentacion y modo de empleo, asi como una dinamica
social y econémica para poder ofertar al publico a un menor costo y garantizar el acceso a la
salud a la poblacion en general (Garcia, 2009).

2.2. Transferon®

El avance de la inversion en paises de economia emergente como lo es México ha permitido
el desarrollo de nuevos productos farmaceéuticos sustentado en la transferencia tecnolégica e
innovacion en el lanzamiento de bioterapéuticos como es el caso de Transferon® (Robles
Belmont, Medina-Molotla, & Pineda-Almanza, 2017).

Transferon®, es un extracto dializable de leucocitos humanos (hDLE) obtenido a partir de
sangre de donadores sanos. (Medina-Rivero et al., 2014)- Este inmunomodulador es fabricado
por el Laboratorio de Investigacion Cientifica en la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas y
tiene una amplia aplicacibn como adyuvante terapéutico en alergias, autoinmunidades y
enfermedades de origen infeccioso, entre las que se encuentran asma, herpes zoster y artritis
reumatoide. (Medina-Rivero et al., 2014)

Transferon® es obtenido mediante la lisis de las células de concentrados leucoplaquetarios,
seguido de un paso de dialisis usando una membrana de corte de 12 kDa. El permeado del
producto de 12 kDa se somete a ultrafiltracion para obtener moléculas por debajo de 10 kDa
(Medina-Rivero et al., 2016). A pesar de que el principio activo de Transferon® esta definido
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con base en el contenido reproducible de péptidos con un tamafio molecular menor a 10 kDa,
en el producto final se encuentra cualquier soluto obtenido de la lisis celular o extracelular
presente en la materia de partida con un tamafio menor a 10 kDa, como la glucosa,
metabolitos, sales organicas e inorganicas, entre otros (UDIMEB, 2018), y se considera Uutil
para la determinacion de estos solutos la implementacion de la medicion de la osmolalidad.

2.3. Osmolalidad; definicion e importancia

La osmolalidad es definida por la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos en el MGA
0621 como la forma de expresar la concentracion de una solucion, asociada a una de las
propiedades coligativas de las soluciones, la presién osmética, que tiene en cuenta el niumero
total de solutos u osmoles presentes en una solucién, se expresa generalmente en unidades
de concentracion mOsm/kg de H20

La osmolalidad se define como:

Osmolalidad = onC = 25O
smolaliaa = @gn _kgHZO

Donde:

@ = coeficiente osmotico, que representa el grado o nivel de disociacion molecular.
n = cantidad de particulas en las que se puede disociar un molécula.

C = concentracion molal de la solucion.

La osmolaridad y la osmolalidad son conceptos distintos, la osmolaridad es referida al numero
de particulas de soluto por litro de solucién, pero en osmometria no es utilizada ya que la
proporcién de solutos en soluciones no es lineal. En cambio, la molalidad y la osmolalidad son
lineales, independientemente de la temperatura y del volumen desplazado por el soluto
(Dufour, 1993)

La determinacion de la osmolalidad es utilizada en diversas areas de la industria, por ejemplo
en el area de produccion es utilizada como estandar de calidad y monitoreo de solutos en sus
productos ya que en formas farmaceéuticas para administracion endovenosa u oftalmica puede
provocar hemodlisis o dolor (Secretaria de Salud, 2019b), en el area clinica es utilizada en
patologias como trastornos electroliticos, acidosis metabdlica, ingestion de toxinas entre otros
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(Lobdell, 2007). Los laboratorios biofarmacéuticos utilizan la prueba de osmolalidad para
garantizar el control de proceso y calidad de las lineas celulares, e insumos de caracter
biolégico (Dossabhoy, 2018).

2.4. Osmometria

La osmometria es una técnica utilizada para la determinacion de las particulas presentes en
una solucién (Lord, 1999), se basa en el método de punto de congelacion, el cual sustenta
que cuando un soluto se encuentra disuelto en un solvente (agua), el punto de congelacion
serd menor que unicamente el del solvente, conforme se vaya afiadiendo mayor cantidad de
solutos el punto de congelacion disminuira de forma proporcional, la medicién del punto de
congelacion no es una técnica especifica para determinar la forma o el tamafio de la particula,
Gnicamente determina el numero total de particulas en la solucién (Advance Instrument
Company, 2008).

La siguiente curva estandar de congelacion muestra la temperatura durante la lectura de la
osmolalidad de una muestra y la intervencion del instrumento en cada etapa del ciclo de
acuerdo a la guia de usuario del osmémetro Advanced® modelo 3250.

TERMOCINAMICA DE UNA MUESTRA

Figura 1. Termodinamica de una muestra durante la lectura en el osmémetro Advanced® Modelo 3250. (Advance Instrument Company,
2008).
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Punto de congelacién: la muestra se lleva a una temperatura de congelacion, a la cual las
fases liquida y sélida de una sustancia permanecen unidas y en equilibrio.

Reduccion del punto de congelacion: dependiendo del niumero de solutos presentes en la
muestra disminuye el punto de congelacion del disolvente. En soluciones acuosas, un mOsm
de soluto por kilogramo de agua reduce el punto de congelacién a 1,858 grados Celsius (°C).

Sobre enfriamiento: es la tendencia de una sustancia a permanecer en estado liquido
cuando se enfria a una temperatura menor que su punto de congelacion.

Temperatura de cristalizacién: cuando la muestra llega a un sobre enfriamiento se induce a
la cristalizacion, la temperatura de cristalizacion es el valor al cual se induce la formacion de
cristales. En el proceso, el calor de fusion eleva la temperatura de la muestra a un valor de
meseta de congelacion en fase hielo/agua.

Calor de fusion: es el calor liberado cuando las moléculas en movimiento de un liquido se
congelan para formar cristales rigidos de hielo.

Meseta de punto de congelacion: la temperatura constante que se mantiene durante el
tiempo en que hielo y liquido coexisten en equilibrio isotérmico después de la cristalizacion y
es cuando se realiza la determinacion de la osmolalidad de la muestra.

2.5. Osmdémetro Advanced® Instruments 3250

El Osmoémetro Advanced® Modelo 3250 (Figura 2) es un instrumento disefiado para
determinar la osmolalidad con resultados precisos y confiables, tiene la capacidad de analizar
una sola muestra por medicion, el tamafio de la muestra debe ser de 250uL introducida en
una celda desechable, el rango de medicion va de 0-4000 mOsm/kg H20 y el control de la
temperatura esta mediado por un bafio con liquido de enfriamiento (Advance Instrument
Company, 2008).

El instrumento es apto para la medicion de diversas muestras y no requiere una preparacion
de las mismas como suero, plasma, orina 0 muestras biologicas, realiza la lectura de las
muestras en un tiempo de 2 minutos y con una resolucion de 1 mOsm/kg H20 haciéndolo uno
de los mas innovadores en el mercado (Advance Instrument Company, 2008).
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Cabezal de medicion Escaneado de codigos

Alambre de agitacion y
congelacion

Pantalla

Camara de

congelacion

Menu de operaciones

Impresora Botdn de calibracion

automatico

Figura 2. Esquema general del Osmoémetro Advanced® Instruments 3250 (Advance Instrument Company, 2008).

Fundamento del Osmdémetro Advanced® Instruments 3250

El método para determinar la osmolalidad de Transferon® se basa en la reduccién del punto
de congelacion del agua. El punto de congelacion es una propiedad coligativa que permite
determinar facilmente y con gran precision la concentracion de una solucion dependiendo su
variacion. El punto de congelacion del H20 puro es exactamente +0.010 °C. Un mol de un
soluto no disociante, tal como la glucosa, disuelto en un kilogramo (kg) de agua reducira su
punto de congelacion en 1.858 °C. Este cambio se denomina constante de reduccién del
punto de congelacién del agua (Advance Instrument Company, 2008).

Componentes Principales del Equipo y sus Funciones

e Cabezal de medicion: El cabezal de medicién es la parte superior del osmémetro que
contiene un alambre de agitacion y congelacion que vibra por estimulacién eléctrica;
una sonda de muestras con termistores, ultra-estable y ultra-precisa; y dispositivos que

% f\,;% Facultad de Quimica, UNAM. Pagina 11 a
§ ﬁ% e ———

5



automaticamente localizan la sonda y la muestra en la cAmara de congelacién para
llevar a cabo la medicién de la muestra.

e Camara de congelacion: Las muestras se enfrian mediante una etapa de enfriamiento
termoeléctrica. La camara contiene una pequefia cantidad de fluido de termo-
transferencia para una éptima capacidad de enfriamiento.

e Botdn de calibracion automatico Se realiza automaticamente la medicion y ajuste de
la temperatura dinamica de la camara de congelacion de muestras. Procesa
informacion sobre los datos de calibracion y la temperatura de las muestras. También
presenta los resultados calibrados de las pruebas en la pantalla digital.

e Pantalla La pantalla visualiza detalles de la medicion, emision de requerimientos de
estandares, detalles de ajustes y resultados.

e Menu de operaciones: El teclado permite que el operador introduzca datos en el
microprocesador, dénde se muestra la disposicién y las funciones de los conmutadores.

e Impresora: La impresora provee un registro impreso de los resultados presentados, la
identificacion de las muestras y otra informacién necesaria.

e Escaneador de codigos El panel posterior del Modelo 3250 posee un conector
acoplado con un lector de cédigo de barras para llevar identificacién y registro de las
muestras.

2.6. Validacion de métodos analiticos

La validacion de métodos analiticos consta del proceso sistematico, que mediante estudios, se
evaltan atributos de desempefio que satisfacen los requisitos para su aplicacion analitica , La
validacion confiere resultados confiables y nos indica que el desarrollo del método es apto
para la medicion de cualquier muestra en condiciones de rutina (USP, 2011).
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La normativa aplicable para la validacion de métodos analiticos en México es la FEUM, a nivel
internacional se encuentra la guia ICHQ2R1, en tales proponen de caracter normativo los
procedimientos para satisfacer los requerimientos para demostrar que un método es apto para
el fin indicado.

Un método analitico debe ser validado en distintas situaciones; cuando el método es
desarrollado para una problemética nueva, cuando sea utilizado diferente instrumentacion,
centro de trabajo o analistas, cuando el control de calidad indica que un método establecido
muestre cambio, cuando la legislacion necesite nuevos requerimientos, para demostrar la
equivalencia entre dos métodos analiticos, entre otros (Pérez & Trejo, 2005)

2.7. Atributos de medicién del método analitico

Se definen como los pardmetros o caracteristicas cuantificables del método que seran
evaluadas, los atributos dependen del método analitico a determinar, los principales se basan
en linealidad, repetibilidad, exactitud, especificidad, entre otros (MINSA, 2005).

2.7.1. Adecuabilidad al sistema

La adecuabilidad al sistema son el conjunto de pruebas utilizadas para verificar que todos los
componentes del sistema analitico (equipo o instrumentos de medicidén, operaciones
analiticas, muestras analiticas), evaluados funcionan correctamente, en base en criterios
establecidos previamente, y permite establecer la confiabilidad del sistema antes de la
medicion de las muestras analiticas durante el uso rutinario del método analitico (Secretaria
de Salud, 2019a).

2.7.2. Linealidad del sistema

La linealidad al sistema es la verificacion de que la respuesta analitica y la concentracion del
analito o sustancia de referencia se ajustan a los requerimientos y ajustes del método, en un
intervalo de concentraciones pertinentes a la aplicacion analitica y debe estar acotada bajo las
condiciones del laboratorio (Secretaria de Salud, 2019).
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2.7.3. Especificidad / Selectividad del método

La especificidad o también llamada selectividad mide la capacidad de evaluar en forma
inequivoca Unicamente al analito de interés en presencia de otros componentes como
productos de degradacion, impurezas, y componentes de la matriz (Convencion de
Farmacopea de los Estados Unidos, 2007).

2.7.4. Linealidad al método

La linealidad se considera cuando existe una correlacion directamente proporcional entre la
respuesta obtenida al realizarse el método y la concentracion del analito dentro del rango de
concentraciones buscado (rango de trabajo), y este es definido por la utilidad y finalidad del
meétodo analitico ademas puede representar una parte de la linea recta, la evaluacion requiere
un minimo de evaluar al menos 5 concentraciones delimitado por niveles superiores e
inferiores (Anderson, 2010).

2.7.5. Exactitud del método

La exactitud mide la proximidad de concordancia entre el resultado experimental de una
medicion y el valor de referencia. Cuando se aplica a la serie de mediciones de resultados de
prueba involucra una combinacion de componentes aleatorios (Barwick et al., 2016).

2.7.6. Repetibilidad

La repetibilidad expresa la coincidencia dentro de un periodo corto bajo las mismas
condiciones de operacion en el mismo dia, misma muestra, mismo analista y misma
instrumentacién (Guideline, 2005).

2.7.7. Precision Intermedia — Distintos dias

La precision expresa la cercania de coincidencia entre una serie de mediciones obtenida de
multiples analisis de una muestra homogénea bajo iguales condiciones. Su medicién implica
utilizar muestras homogéneas, o diluciones de la muestra (MINSA, 2005).

La evaluacion de la precision intermedia durante distintos dias define la cercania de multiples
mediciones dentro del mismo laboratorio, mismo uso de quipo, mismo analista, misma
muestra pero existe una variante que es la evaluacion de diversos dias establecidos para
verificar la estabilidad de la muestra (MINSA, 2005).
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2.7.8. Precisiéon Intermedia — Distintos analistas

Es la medida de la precision de una técnica efectuada de la misma muestra, mismo
instrumental, mismo laboratorio variando el trabajo de diferentes analistas para evaluar el error
humano (Trujillo Lozano, 2015).

2.7.9. Estabilidad de la muestra

La estabilidad de la muestra es una medida en la que se evalla el grado de estabilidad de la
muestra analitica, sometida a diversos factores seleccionados a estudiar, los factores deben
tener un sustento bibliografico en los que se justifique que puedan causar variabilidad en los
resultados como; pH, temperatura, condiciones de almacenamiento, contenido, interaccion
con componentes utilizados durante la ejecucién del método analitico y arrojan la confiabilidad
de los resultados del método analitico evaluado (Pérez & Trejo, 2005).

2.7.10. Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de la capacidad de permanecer sin
modificaciones por diversas variaciones en los parametros del método y arroja la confiabilidad
durante mediciones de uso normal (U. S. Food and Drug Administration/Center for Biologics
Evaluation and Research, 1995).

2.8. Parametro de calidad

Un parametro de calidad es referido a instrumentos de medicion que sean tangibles y
cuantificables los cuales tienen la capacidad de permitir evaluar la calidad de procesos,
servicios y productos con el fin de asegurar la satisfaccion de los clientes, tienen como
caracteristicas principales que deben ser representativos, realistas, efectistas, accesibles,
sensibles a las variaciones de lo evaluado y sencillos de calcular (International Standard
Organization, 2008)

La implementacion de parametros de calidad permite a las organizaciones acotar acciones en
funcidn de la legislacion de instancias regulatorias vigentes, ademas de tener un mejor control
sobre los procesos, mantener la calidad de los servicios que se ofertan, enfocar a la mejora
continua, garantizar resultados, consistencia en el manejo de recursos y poder tomar acciones
preventivas y correctivas (Garcia Aponte, Vallejo Diaz, & Mora Huertas, 2015). Los programas
de acciones correctivas y acciones preventivas, la implementacion de sistemas de gestion de
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riesgo e implementacién de sistemas de gestion de la calidad permite garantizar a las
organizaciones el cumplimiento respecto a la legislacion, compromiso con el cliente, y el
aseguramiento de la calidad en la industria farmacéutica (Mora Huertas, 2009).

2.9. Sistema de gestion de calidad

Un sistema de gestion de la calidad es un sistema mediante el cual se dirige y se controla la
calidad de cualquier organizacion (Teeluckdharry, 2008), y es ampliamente utilizado en
organizaciones para la mejora continua, decisiones estratégicas que impacten de forma
directa o indirecta a la organizacién, su disefio conlleva a un analisis introspectivo de las
necesidades, tipo de producto o servicio que se oferta, los procesos empleados, tamafio,
estructura de la organizacion, objetivos y metas fijas (Amo Fernandez, 1995).

En la Industria Biofarmacéutica es de vital importancia contar con un sistema de gestion de la
calidad, el cual se encuentra enfocado en hacer mas viable el cumplimiento de las Buenas
Practicas y el apego al cumplimiento de documentos regulatorios vigentes que sean aplicables
a sus producciones. La implementacién de un sistema de gestion garantiza el cumplimiento de
las Buenas Précticas de Fabricacion (BPF), y demas regulaciones enfocadas a garantizar la
eficacia, seguridad y calidad de los productos fabricados, asi como los estudios de
investigacion que sean realizados y dirigidos a la mejora continua de la organizacion
(“Consideraciones para la mejora de los sistemas de gestién de la calidad en la Industria
Biofarmacéutica”, 2010)
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3. Justificacion.

Transferon® es un inmunomodulador obtenido de la ultrafiltracion de lisados leucoplaquetarios.
Su principio activo es una mezcla compleja de péptidos de bajo peso molecular (<10 kDa). Sin
embargo, durante su fabricacion se obtienen varios solutos de pequefio peso molecular, como
la glucosa, metabolitos, asi como sales organicas e inorganicas, que no pueden ser removidos
del proceso final debido a su bajo peso molecular. A pesar de que estos solutos son inocuos,
su monitoreo es indispensable para establecer un control de calidad que refleje la
confiabilidad del proceso de fabricacion. Adicionalmente establecer un método para el
desarrollo de nuevos productos.

4. Hipotesis.

La implementacion y validacion de un método analitico para la determinacién de la
osmolalidad de Transferon® permitird conocer el contenido de solutos totales entre distintos
lotes y establecer un atributo de calidad con base en esta caracteristica.

5. Objetivos.
General

e Determinar la osmolalidad del Transferon®, empleando un método validado, y usar
este parametro para proponer una especificacién de calidad de producto terminado e
ingrediente farmacéutico activo (IFA).

Particulares

e Desarrollar un método analitico para determinar la osmolalidad de Transferon®
oral.

o Disefar y ejecutar la validacion del método.

e Emitir el método analitico.

e Determinar la osmolalidad de 5 lotes de producto terminado y 5 lotes de IFA de
Transferon® recién fabricados.

e Proponer una especificacion de calidad para Transferon®.
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6. Estrategia general

La ejecucion de este trabajo fue sustentada bajo Buenas Practicas de Documentacién y un

sistema de gestion de la calidad, cada etapa fue inspeccionada por la Unidad Interna de

Aseguramiento de Calidad para garantizar la conformidad con la normatividad aplicable, el

cumplimiento del protocolo y conforme a las Buenas Practicas de Laboratorio.

En cada etapa se documenté de acuerdo al SGC, el cual involucra la elaboracion de

protocolos, métodos analiticos y reportes analiticos. El protocolo fue revisado y aprobado por
el comité de investigacion de la UDIBI (CIU) (Oficio: UDIMEB/0565/2019).

Etapas Documento Codigo de acuerdo al | Descripciéon
SGC
Etapa | Protocolo General P3/19/007 Planteamiento y desarrollo del
proyecto.
Etapa Il Método Analitico U043-MA Detalle de medicibn de
“Determinacion de la muestras.
Osmolalidad de Transferon®
Etapa Il Reporte Analitico U043-RA Formato de reporte de
“Determinacion de la resultados de la mediciéon de
Osmolalidad de Transferon® muestras.
Etapa Ill Protocolo de Validacion u043-PVA Detalle de atributos a evaluar
“Determinacion de la durante la validacion.
Osmolalidad de Transferon®”
Etapa Ill Reporte de Validacion del U043-RVA Reporte de resultados de la
Método “Determinacion de la validacion.
Osmolalidad de Transferon®”
Etapa IV Reporte General U043-RG Reporte de resultados
obtenidos del protocolo

general.

Tabla 1. Descripcion de documentos elaborados a través de las diversas etapas del protocolo.
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Estrategia general del protocolo.

Etapa | Etapa ll Etapa lll Etapa IV
' 1
! 1
! @ 1 @
Inicio 1 | Elab 5 del )
: Estandarizacién del : b a ora(l:lo(r; € Pl ¢Ajustes al
1 Método Analitico. 1 ro.tocc?’o ¢ Método? ]
1 1 Validacion Si
PRYa . . L l
Revision Bibliografica . : Protocolo de l
i ! 1 Validacion.
! 1
1 1 No ,
1 v | — Generacion
1 1 Revision y l de Versién B
v 1 Desarrollo del 1 L, i
1 Método Analitico . Autorizacién del — del Método
Desarrollo del : - : Protocolo de Andlisis de lotes Analitico.
Protocolo | Método . Validacién. dePTe IFA/\de
] Analitico. 1 Transferon® 4—,
Protocolo —
No aprueba General Disefio del Ajustes al
Reporte v disefio de
Analitico. 1 Validacién.
Y Ejecucion del ‘ Determinar la
Revision Protocolo de Variabilidad
visi [Ey
Revisién del y Validacion.
cIu* Aprobacion del
Método Analitico.
No v
cumple
Proponer
Aprueba Especificacion de
Calidad.
Ejecucion del Cumple con

Protocolo. Atributos

Andlisis global de los
resultados del

Cumple Protocolo General.

1
1 *Comité de Investigacion de la : Reporte del
1
UDIMEB. i Protocolo
: : Elaboracién de G |
. enera

----------------- - Reporte de Validacion

Reporte de

Validacién
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7. Materiales y métodos.
7.1 Equipo

Se utilizd6 un osmémetro de andlisis de muestra Unica de la marca Advanced Instruments®
modelo 3250, el cual se encontraba con verificacion vigente al momento de realizar el
presente trabajo. En cada corrida analitica se verifico el funcionamiento del equipo empleando
los estdndares mencionados en la seccion 7.2. También se monitore6 en todo momento los
niveles del fluido de transferencia de calor (Marca Advanced Instruments®).

7.2 Estandares y muestras analiticas

Se utilizaron los estandares para la calibracion del equipo de acuerdo con la guia de usuario
proporcionada por el fabricante. Los estandares estuvieron contenidos en ampollas de vidrio,
en condiciones de refrigeracion a una temperatura de 2-8°C, no necesitaron un tratamiento
previo, directamente fueron utilizados para la calibracién del equipo.

A continuacion se muestra el nombre de los estandares y su descripcion para el uso del
Osmoémetro Advanced® Instruments 3250.

Nombre Descripcion

Estandar 50 mOsm/kg Catdlogo 3MA005 Marca Advanced Instruments

Estandar 100 mOsm/kg Catdlogo 3LA011 Marca Advanced Instruments

Estandar 900 mOsm/kg Catdlogo 3LA091 Marca Advanced Instruments

Estandar 1 500 mOsm/kg Catdlogo 3LA151 Marca Advanced Instruments

Estandar 3 000 mOsm/kg Catdlogo 3LA301 Marca Advanced Instruments

Tabla 2. Estandares utilizados para la calibracion del equipo Osmémetro Advanced Instruments®.

La preparacion de las sustancias a utilizar se realiz6 de la siguiente manera:
a. Estandares: Se obtuvieron los estandares solicitados por el equipo para la
calibracion y dejarlos atemperar por 5 min.
b. Blanco: Se obtuvo el diluyente de la muestra que se analizara, se empleara agua
tipo 1.
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c. Muestras de Transferon® producto terminado: Se descongelaron los viales a
temperatura ambiente durante 2 h, en el caso de las diluciones se emple6é agua
tipo 1.

d. Muestras de Transferon® producto intermedio: Se atemperaron las muestras a
temperatura ambiente durante 5 min, en el caso de las diluciones se empleé agua
tipo 1.

7.3 Desarrollo del método

El método analitico se basé en una serie de actividades para realizar la medicion de la

osmolalidad en los equipos descritas a continuacion.
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Encendido del equipo: Se encendio el equipo, y se realiz6 un autoanalisis de forma
automatica para verificar la funcionalidad de las partes del equipo.

Manejo de muestras: Se utilizaron celdas desechables marca Advanced Instruments®
de tamafo uniforme, las muestras se manipularon empleando una micro pipeta de
capacidad de 100-1000 pL con sus respectivas puntas vertiendo en las celdas descritas
anteriormente, debe verterse un volumen de 250pL.

Preparacion de la muestra: Las muestras no requirieron preparacion especial, se
colocaron directamente en la celda.

Verificacion de la calibracion: Se verifico el estado de calibracion del equipo,
mostrando un mensaje en la pantalla, si el equipo lo requeria se colocaron los
estandares solicitados por parte del equipo hasta que emitié la leyenda “Osmdmetro
listo”, significd que el osmémetro 3250 estaba calibrado y listo para funcionar

Lectura de Prueba: La lectura de prueba se llevé a cabo Unicamente la primera vez
gue uso el equipo durante el dia, cada que se coloco una muestra diferente se limpio la
sonda con un papel no iénico suave Y libre de particulas.

Lectura de muestras: Se vertio un volumen de 250uL de la muestra con ayuda de la
micro pipeta y fue colocado en una celda nueva, se colocé en la camara de
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congelacion, dio inicio el equipo y de forma automéatica comenz6 a medir la muestra, el
cabezal de medicidon bajo y empez6 la medicidon de la muestra, este proceso tardo
alrededor de 2min, después emitié el valor de resultado de la osmolalidad.

- Limpieza del equipo: Después de cada prueba se limpi6é con cuidado la sonda, el
alambre de agitacién con un papel desechable, suave, limpio, seco y sin pelusas, se
humedeci6 con agua tipo 1 para eliminar cualquier tipo de residuo.

- Apagado del equipo: Una vez terminando la lectura de las muestras, se realizo la
limpieza del equipo anteriormente descrita, se procedié con el apagado del equipo.

- Registro de resultados: El equipo de forma automatica emitié un ticket termo sensible
donde quedaron plasmados los resultados obtenidos de las mediciones, se desprendid
y se elaboraron los reportes analiticos dénde se muestren de forma objetiva los
resultados obtenidos.

La estandarizacion del método se llevo a cabo con el lote 18A02 para IFA y 18J26 para PT
con el fin de delimitar el rango de trabajo durante la medicién de las muestras de PT e IFA de
Transferon®

Se tomaron las condiciones de seguridad basicas por parte del analista; se portdé bata,
guantes y lentes de seguridad durante la ejecucién del trabajo. Asi mismo los residuos
generados se desecharon de acuerdo a protocolos internos de la unidad.

Antes de realizar cualquier medicién se realiz6 la medicion de la Adecuabilidad del sistema
gue consto de la siguiente manera

a. Se analizé una alicuota 250 pL del estdndar de 100 mOsm/kg por triplicado.

b. Verificar que se cumplan los criterios de adecuabilidad de la Tabla 3.

Muestras a analizar Parametro por evaluar Criterio
Coef|C|en,t(_e _de vanqcpn (CV) del CV <10 %
Estandar de 100 analisis por triplicado
mOsm/kg Promedio del analisis por 100 + 3
triplicado. mOsm/kg

Tabla 3. Parametros de Adecuabilidad del método analitico para la determinacién de la
Osmolalidad de Transferon®
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7.4 Validacién del método analitico.

Para la validacion se utilizd una muestra de 30mL de Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) de

Transferon® con un nimero de lote 19321, con caducidad de Octubre del afio 2021, fabricado

por el Laboratorio de Investigacion Cientifica con una concentracion de 0.8 a 1.4mg/mL.

Adicionalmente, se emple6é un alicuota 9 mL de PT del mismo lote para la evaluacion de

especificidad, ademas del diluyente de Transferon® que es Agua estéril para uso inyectable

marca PiSA® (Lote H19A149, caducidad ABRIL 2024).

En la Tabla 4 se muestra los atributos de desempefio evaluados en la validacion del método

analitico.
No. Atl’lbl-,ltf)lde Muestras a preparar ylo Parametro por Criterio
Medicidn analizar evaluar
Coeficiente de CV < 10.0%
. Estandar de 50 mOsm/kg variacion (CV).
1 Adecuabilidad por Triplicado
al sistema Promedio 50.0 £ 2.0 mOsm/kg
Medicion por triplicado de
una curva estandar
conformada por las
Linealidad al s,iguientes muestras: Promgdio del
5 sistema Estgndgr de 500 mOsm/kg coeﬂuepte de 2> 0.99
Diluciéon 250 mOsm/kg correlacion (r?) -
Dilucién 200 mOsm/kg
Estandar 100 mOsm/kg
Estandar 50 mOsm/kg
Blanco de corrida (Agua Promedio Osmolalidad < 10.0
tipo 1) por triplicado mOsm/kg
Diluyente de Transferon® . Osmolalidad < 10.0
I - Promedio
Especificidad por triplicado mOsm/kg
3 del método Transferon® (PT) por . Osmolalidad > 20.0
o Promedio
triplicado mOsm/kg
Transferon® (IFA) por . Osmolalidad > 20.0
. Promedio
triplicado mOsm/kg
Evaluar por triplicado
independiente una curva Promedio del
4 Linealidad del | de. 100%, 80%, 60%, 40% coeficiente de 2> 0.95
método y 20% del IFA de correlacion (r?) =
Transferon®.
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Atri M Paré .
No. trlbgtg'de uestras a preparar y/o arametro por Criterio
Medicién analizar evaluar
Andlisis por triplicado de
5 Exactitud del las diluciones 90%, 60% y | Porcentaje de recobro | % recobro = 95.0 —
método 30% de IFA de (% recobro) 105.0%
Transferon®
Analisis por sextuplicado
N de las diluciones 90%
’ < 0,
6 Repetibiliad 60% y 30% de IFA de Ccv CV <5.0%
Transferon®.
Andlisis por sextuplicado CV <5.0%
Precision de las diluciones 90%, cv
7 intermedia — 60% y 30% de IFA de ; ~
Distintos dias Transferon® por 3 dias % recobro % recobro ‘095'0 -
distintos. 105.0%
L Analisis por sextuplicado CV < 5.0%
inf;?;';:ﬁ; : de las diluciones 90%, cv
8 Distintos 60% y 30% de IFA de
® % recobro = 95.0 —
analistas Transferon® por 2 % recobro 105 %
analistas distintos. 0
Analisis por triplicado de
las diluciones 90%, 60% y cV CV < 5.0%
30% de IFA de Transferon®
a las Oh (T0) y al menos 24 % recobro % recobro T) 95.0 -
. h después. 105.0%
Estabilidad de —— —
9 Analisis por triplicado de
la Muestra q ¢ ® |
IFA de Trans e.ron con a cV CV < 5.0%
menos 1 ciclo de
congeIaC|on.(,-80°C, 4 h)/ % recobro % recobro = 95.0 —
descongelacion (TA, por 2 0 105.0%
h).
Robustez a la Analisis por-trlpllcado de CV recobro CV < 5.0%
IFA a diferentes
10 temperatura de

la muestra

temperaturas 18°C, 10°Cy
3°C.

% recobro

% recobro =95.0 —
105.0%

Tabla 4. Parametros de desempefio a evaluar en la validacién del método analitico “Determinacion de la Osmolalidad de
Transferon® como parametro de calidad.”.
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Adecuabilidad al sistema
Se utilizé el estandar de 50 mOsm/kg por triplicado y se determiné el promedio y el coeficiente
de variacion (CV) de las mediciones.

Linealidad al sistema

Se prepar6 una curva estandar compuesta por 5 niveles de osmolalidad: 500mOsm/kg,
250mOsm/kg, 200mOsm/kg, 100mOsm/kg, 50mOsm/kg., se calculd el coeficiente de
correlacion y la ecuacion de tres curvas independientes.

Especificidad / Selectividad del método

Se determiné la osmolalidad del excipiente de Transferon® (agua inyectable) y del agua MiliQ
(blanco de corrida), y sus resultados se compararon con los de PT e IFA de Transferon®; las
muestras fueron analizadas por triplicado independiente.

Linealidad al método

Se realizaron diluciones del IFA de Transferon® en cinco niveles de concentracién 100%, 80%
60% 40% y 20%, se obtuvo el promedio del coeficiente de correlacion (r?) de tres curvas
independientes.

Exactitud del método
Se realizaron diluciones del IFA en tres niveles de concentracion 90%, 60% y 30% y evaluaron
por triplicado, el porcentaje de recobro.

Repetibilidad
Se determind el coeficiente de variacion del analisis por sextuplicado de IFA en tres niveles
de concentracion de IFA (90%, 60% y 30%).

Precision Intermedia — Distintos dias
Se analizaron por triplicado tres diluciones (90%, 60% y 30%) de IFA de Transferon® y se
determind el coeficiente de variacion (CV) y el % de recobro de cada dilucion evaluada.
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Precision Intermedia — Distintos analistas
Se analizaron por triplicado tres diluciones (90%, 60% y 30%) de IFA de Transferon® y se
determiné el coeficiente de variacion (CV) y el % de recobro de cada dilucion evaluada.

Estabilidad de la muestra

Se determiné la precision y exactitud de los valores de osmolalidad de tres niveles de
concentracion 90%, 60% y 30% por triplicado a las Oh y al menos a las 24h posteriores.
Siguiendo el mismo esquema, se determiné la estabilidad de IFA al 100% de Transferon®
después de, al menos, un ciclo de congelacion-descongelacion (-80°C, 4 h) / descongelacién
(TA, por 2 h).

Robustez a latemperatura de la muestra

Para ello se siguié el mismo esquema de estabilidad de la evaluacién de la estabilidad, pero
las muestras serdn almacenadas en refrigeracion y analizadas cuando alcancen una
temperatura de: 18°C, 10°Cy 3°C.

7.5 Andlisis de lotes de Transferon®

Se realizd un convenio con el area de fabricacion en el cual se estableci6 la colaboracidon en
conjunto para facilitar la donacién de muestras de fabricacion actual para la determinacién de
la osmolalidad en todos los lotes evaluados de Transferon®

A continuacion se muestran tablas en la cuales se muestran los lotes evaluados de fabricacion
y su fecha de obtencién.

Muestras a analizar de IFA de TRANSFERON®
Muestras de Afio Lote Cantidad requerida
produccion 19J21(Obtencion:17/0CT/2019) 3 alicuotas de 3mL
(2019) 19J22(Obtencién:24/0CT/2019) 3 alicuotas de 3mL
2019 19J23 (Obtencién:31/0CT/2019) 3 alicuotas de 3mL
19K24(Obtencion:07/NOV/2019) 3 alicuotas de 3mL
19K25(Obtencion:14/NOV/2019) 3 alicuotas de 3mL

Tabla 5. Muestras requeridas de IFA para la ejecucion del protocolo “P3/2019/007, Determinacion de la Osmolalidad de Transferon® como
parametro de calidad.”
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Muestras a analizar de PT de TRANSFERON®

Lote

Cantidad requerida

Muestras de
produccion
(2019) 2019

19J21(Obtencion:17/0CT/2019)

3 alicuotas de 3mL

19J22(Obtencion:24/0CT/2019 )

3 alicuotas de 3mL

19J23 (Obtencion:31/0CT/2019)

3 alicuotas de 3mL

19K24(Obtencion:07/NOV/2019)

3 alicuotas de 3mL

19K25(Obtencién:14/NOV/2019)

3 alicuotas de 3mL

Tabla 6. Muestras requeridas de IFA para la ejecucion del protocolo “P3/2019/007, Determinacién de la Osmolalidad de Transferon® como

7.6 Andlisis estadistico

parametro de calidad.”

Con los datos obtenidos del Osmdémetro Advanced Instruments® de la osmolalidad de las

muestras evaluadas se calcularon los parametros estadisticos propuestos mediante el uso del

software Excel 2016™, y se generd un reporte de validaciéon en dénde se plasmaron los

resultados de los parametros evaluados.

7.7 Propuesta de especificacion

Se determiné la variabilidad de la osmolalidad de los lotes de Transferon® evaluados, se

calculo el promedio, coeficiente de variacion mediante el uso del software Excel 2016™,

contenidos en reportes analiticos por cada dia de analisis y se propuso una propuesta de

especificacion para osmolalidad de Transferon® en base a su variabilidad.
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8. Resultados.

Estandarizacién

El objetivo de la estandarizacion fue delimitar el rango de trabajo del producto farmacéutico
Transferon® y poder adecuar los atributos de desempefio a evaluar durante el desarrollo del
método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon® obteniéndose los

siguientes resultados.

Transferon® 62.0 63.0 63.0
Producto

Terminado Lote

18J27

Promedio 62.6
(mOsm/kQ)

CV (%) 0.4%

Tabla 7. Estandarizacion del Producto Transferon® Producto Terminado.

Transferon® 180.0 180.0 181.0
IFA Lote 18A02

Promedio 180.6

(mOsm/kQ)

CV (%) 0.4%

Tabla 8. Estandarizacion del Producto Transferon® Ingrediente Farmacéutico Activo.
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Validacion

El objetivo de la validacion fue demostrar que el método analitico “Determinacion de la
osmolalidad de Transferon®.” es adecuado para el andlisis del Ingrediente Farmacéutico
Activo (IFA) y Producto Terminado (PT).

La validacion del método comprendio la evaluacion de 10 atributos: adecuabilidad del sistema,
linealidad al sistema, especificidad, linealidad del método, exactitud del método, repetibilidad,

precision intermedia (dias), precision intermedia (analistas), estabilidad de la muestra y
robustez.

Para la validacion se empled Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) de Transferon® con
menos de 48 h de fabricacion (lote 19J21) y los estandares mostrados en la Tabla 9; como

excipiente se emple6 agua estéril para uso inyectable, marca PiSA® (Lote H19A149,
caducidad ABRIL 2024).

Nombre Marca / catalogo Vigencia Uso
Estandar de ADVANCED® Medicién de atributo
Calibracién de 500 INSTRUMENTS. 2020-03 Linealidad al
mOsm/kg Catalogo 3LA301 Sistema
Estandar de ADVANCED® Medicién de atributo
Calibracién de 100 INSTRUMENTS. 2020-11 Linealidad al
mOsm/kg Catalogo 3LA011 Sistema
Estandar de ADVANCED® Medicién de atributo
Calibracion de 50 INSTRUMENTS. 2022-01 Linealidad al
mOsm/kg Catalogo 3MA005 Sistema

Tabla 9. Estandares de osmolalidad empleados en la validacion del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.
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A continuacion se muestra a desglose los resultados de los atributos de medicién evaluados

durante la validacion.

Adecuabilidad al sistema
Para la evaluacion de este atributo se utilizé el estandar de 50 mOsm/kg, el cual fue analizado
por triplicado de forma independiente. De las mediciones se obtuvo el promedio y el

coeficiente de variacion (CV) siguientes:

Muestra Mediciones (mOsm/kg)
Estandar de 50
51.0 51.0 51.0
mOsm/kg
Promedio (mOsm/kQ) 51.0
CV (%) 0.0%
CV <10.0%

Criterios de aceptacion

Promedio 50.0 = 2.0 mOsm/kg

Tabla 10. Evaluacion de la Adecuabilidad al sistema del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.

Linealidad al sistema

Se evalud la proporcionalidad de la respuesta analitica al incremento de la concentracion de
solutos mediante el andlisis de tres curvas de calibracion, las cuales estuvieron conformadas
por las siguientes osmolalidades: 500mOsm/kg, 250mOsm/kg, 200mOsm/kg, 100mOsm/kg,

50mOsm/kg. Para cada curva se calculo la ecuacién de la recta y el coeficiente de correlacion

(r?).
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Nivel de Curval Curva 2 Curval
concentracion (mOsm/kQ) (mOsm/kg) (mOsm/kQ)
500mOsm/kg 503.0 505.0 504.0
250mOsm/kg 247.0 248.0 250.0
200mOsm/kg 190.0 191.0 202.0
100mOsm/kg 97.0 97.0 94.0
50mOsm/kg 51.0 51.0 51.0
y y=1.0093x- y=1.0139x- y=1.0133x-
Ecuacion
4.4390 4.6585 2.7154
r2 0.99 0.99 0.99
Promedio r? 0.99
Criterio de
y r2>0.95
aceptacion

Tabla 11. Evaluacion de la Linealidad al sistema del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.

Linealidad al sistema

600
500 5
o 400 e y=1.0093x-4.439
B i 2 -
= 300 R? = 0.9993
(@) v\-f'“
2 y = 1.0139x - 4.6585
200 &
R? = 0.9993
100 o
y = 1.0133x - 2.7154
0 R? = 0.9997
0 100 200 300 400 500 600

Estandares mOsm/kg

® Curval ® Curva2 Curva 3

--------- Linear (Curva 1) «++<<+- Linear (Curva 2) Linear (Curva 3)

Gréfico 1. Evaluacion de la Linealidad al sistema del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.
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Especificidad / Selectividad

Se determind la capacidad del método analitico para responder al contenido de solutos
osmolalmente activos de una muestra y no a otras sustancias presentes en los excipientes.
Para ello se analizaron por triplicado el blanco de agua tipo 1, el agua grado inyectable, asi

como PT e IFA de Transferon®.

Blanco de Diluyente
_ Transferon® | Transferon®
Muestras | Corrida (Agua de
_ _ PT IFA
Réplica tipo 1) Transferon®
(mOsm/kg) | (mOsm/kg)
(mOsm/kQ) (mOsm/kQ)
1 0.0 0.0 74.0 160.0
2 0.0 0.0 74.0 160.0
3 0.0 0.0 74.0 161.0
Promedio 0.0 0.0 74.0 160.3
DE 0.0 0.0 0.0 0.4
CV (%) 0.0 0.0 0.0 0.2
Criterio de . Osmolalidad > 20.0
. Osmolalidad < 10.0 mOsm/kg
aceptacion mOsm/kg

Tabla 12. Evaluacién de la Especificidad / Selectividad del método analitico “Determinacién de la osmolalidad de Transferon®.

Linealidad al método

Se evalud la proporcionalidad de la respuesta de distintas diluciones del IFA de Transferon®.
Se analizaron tres curvas conformadas por las siguientes diluciones 100%, 80%, 60, 40% y
20%. Se determino por triplicado el coeficiente de correlacion de tres curvas, obteniéndose los

siguientes resultados.
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aceptacion

Nivel de Curval Curva 2 Curval
concentracién (mOsm/kQ) (mOsm/kg) (mOsm/kQ)
100% 160.0 160.0 161.0
80% 122.0 128.0 125.0
60% 97.0 94.0 95.0
40% 66.0 68.0 67.0
20% 29.0 34.0 34.0
Ecuacion de la recta y=1.59x-0.6 y=1.56x+3.2 y=1.56x+2.8
r? r’=0.99 r’=0.99 r’=0.99
Promedio r? r’=0.99
Criterio de
r> >0.95

Tabla 13. Evaluacion de la Linealidad al método del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.

Linealidad al método

180
160 @
140 T y=159%-0.6
o 120 et R?=10.9958
E 100 ,.!3:
1z
& 8o et y=1.56x+3.2
€ &0 — R2 = 0.9985
40 iA';;;:ﬁ" y=1.56x+2.8
20 R2=0.9983
0
0 20 40 60 80 100 120

Diluciones de IFA (%)

® Curval ® Curva2 Curva 3

--------- Linear (Curva 1) <«++-<- Linear (Curva 2) Linear (Curva 3)

Gréfico 2. Evaluacion de la Linealidad al método del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.
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Exactitud del método

Se determind el grado de concordancia entre los resultados experimentales obtenidos por el

método y los valores de osmolalidad teéricos de tres diluciones de IFA de Transferon® (90%,

60% y 30%). Cada nivel fue analizado por triplicado y de los resultados obtenidos se calcul6 el

porcentaje de recobro.

Dilucién Diluciéon 60% Diluciéon 30%
Muestra
- 90% IFA IFA
Medicion
(mOsm/kQ) (mOsm/kQ) (mOsm/kQ)
1 145.0 96.0 48.0
2 144.0 96.0 48.0
3 144.0 95.0 46.0
Promedio 144.3 95.6 47.3
DE 0.4 0.4 0.9
CV (%) 0.2 0.2 1.9
Valor teorico 144.2 96.1 48.0
Recobro (%) 100.0 99.4 98.5
Criterio de
» % recobro = 95.0 — 105.0%
aceptacion

Tabla 14. Evaluacion de la Exactitud del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.

Repetibilidad

Se evalu6 la variacion de los resultados de las muestras dentro de la misma corrida analitica,

midiendo la variacion en condiciones de rutina. Se determina a partir de las mediciones por

sextuplicado de IFA a tres niveles de concentracién 90%, 60% y 30% y se determiné el

coeficiente de variacion (CV) de cada disolucion evaluada, obteniéndose los siguientes

resultados.
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Muestra
Dilucion 90% Dilucion 60% Dilucion 30%
e IFA (mOsm/kg) | IFA (mOsm/kg) | IFA (mOsm/kg)
1 137.0 95.0 48.0
2 144.0 94.0 47.0
3 133.0 95.0 47.0
4 145.0 96.0 48.0
5 144.0 96.0 48.0
6 144.0 95.0 46.0
Promedio (mOsm/kg) 141.1 95.1 47.3
DE (mOsm/kg) 4.5 0.6 0.7
CV (%) 3.1 0.6 1.4
Criterio de aceptacion
CV <5.0%

Tabla 15. Evaluacién de la Repetibilidad del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.

Precision Intermedia — Dias.
Se evalud la consistencia de datos por el andlisis de tres diluciones 90%, 60% y 30% de IFA
por sextuplicado en tres dias distintos, se calculé coeficiente de variacion (CV) y % de recobro

de cada dilucién evaluada, obteniéndose los siguientes resultados.

uestra | Diluciéon 90% IFA Dilucion 60% IFA Dilucion 30% IFA
(mOsm/kQ) (mOsm/kQ) (mOsm/kq)
Medicion
137.0 95.0 48.0
Dia 1 144.0 94.0 47.0
133.0 95.0 47.0
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145.0 96.0 48.0
144.0 96.0 48.0
144.0 95.0 46.0
144.0 97.0 49.0
144.0 97.0 48.0
144.0 96.0 48.0
Dia 2
142.0 97.0 47.0
145.0 97.0 48.0
144.0 96.0 48.0
143.0 97.0 49.0
144.0 95.0 48.0
142.0 99.0 48.0
Dia 3
143.0 97.0 48.0
144.0 99.0 49.0
142.0 95.0 48.0
Promedio dia 1 S Promedio dia 1
Promedio dia 1 95.1
141.1 47.3
P Promedio dia 2
, Promedio dia 2 Promedio dia 2 96.6
Promedios 48.0
144.0 :
Promedio dia 3 5 dio dia3 97.0 Promedio dia 3
romedio dia .
143.0 48.3
DE DE dia 1= 4.5 DE dia 1= 0.6 DE dia 1= 0.7
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DE dia 2= 1.0 DE dia 2= 0.4 DE dia 2= 0.5
DE dia3=0.8 DE dia 3= 1.6 DE dia 3= 0.4
Cvdial=31 CV dia 1= 0.6 CV dia 1= 1.4
CV (%) Cvdia2=06 CV dia 2= 0.4 CV dia 2= 1.0
CVdia3=05 CVdia3=16 CV dia 3= 0.8
Valor
o 144.2 96.1 48.0
tedrico
Recobro dia 1 = Recobro dia 1 =
97.8 Recobro dia 1 =98.9 98.5
Recobro dia 2 = Recobro dia 2 =
Recobro |ggg o
Recobro dia 2 =100.5 100.0
(%)
Recobro dia 3 = Recobro dia 3 =
99.1 Recobro dia 3 =101.0
. 100.6
Criterios de CV <5.0%
aceptacion % recobro = 95.0 — 105.0%

Tabla 16. Evaluacion de la Precision intermedia (dias) del método analitico “Determinacién de la osmolalidad de Transferon®.

Precision intermedia — Analistas.

Se evaluo la consistencia de datos por el andlisis de tres diluciones 90%, 60% y 30% de IFA
por sextuplicado en tres dias distintos y por dos analistas diferentes, se calcul6 coeficiente de
variacion (CV) y % de recobro de cada dilucion evaluada, obteniéndose los siguientes
resultados. Se calcul6 coeficiente de variacion (CV) y % de recobro de cada dilucién evaluada,

obteniéndose los siguientes resultados.
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stra Dilucion 90% IFA Dilucion 60% IFA | Dilucion 30% IFA
(mOsm/kQ) (mOsm/kQ) (mOsm/kQ)
Medicion
137.0 95.0 48.0
144.0 94.0 47.0
133.0 95.0 47.0
Analista 1 145.0 96.0 48.0
144.0 96.0 48.0
144.0 95.0 46.0
144.0 96.0 48.0
138.0 96.0 46.0
144.0 94.0 48.0
Analista 2
143.0 96.0 48.0
140.0 96.0 46.0
136.0 94.0 48.0
Promedio A 1. Promedio A 1: 95.1 | Promedio A 1: 47.3
141.1
Promedio Promedio A 2:
140.8 Promedio A 2: 95.3 Promedio A 2: 47.3
DEA 1= 4.5 DE A 1= 0.6 DE A 1= 0.7
DE —
DE A 2=3.0 DE A 2= 0.94 DE A 2=0.9
CVAl=31 CVA1=0.6 CVAl=1.4
CV (%) -
CVA2=21 CVA 2=0.9 CVA2=19
Valor teérico 144.2 96.1 48.0
Recobro A1 =
97.8 Recobro A 1 =98.9 Recobro A 1 =98.5
V)
Recobro (%) Recobro A2 =
97.6 Recobro A2=99.1 | Recobro A2=985
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Criterios de

CV <5.0%

aceptacion

% recobro = 95.0 — 105.0%

Tabla 17. Evaluacion de la Precision intermedia (analistas) del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.

Estabilidad de la muestra.

Se evallo la determinacién de la estabilidad de la muestra a diferentes tiempos, utilizando del

IFA en tres niveles de concentracion 90%, 60% y 30% y evaluar por triplicado a Oh, 24h y

196h, se calculé el coeficiente de variacion (CV) y % de recobro de cada diluciéon evaluada,

obteniéndose los siguientes resultados.

Muestra | piucion 90% IFA | Dilucion 60% IFA | Dilucion 30% IFA
Medicion (mOsm/kg) (mOsm/kg) (mOsm/kg)

137.0 950 150

Tiempo Oh 144.0 94.0 47.0
133.0 050 s

144.0 970 o0

Tiempo 24h 144.0 97.0 48.0
144.0 960 150

144.0 950 155

Tiempo 196h 1450 95.0 47.0
144.0 970 190

Promedios

Promedio Tiempo O
h: 138.0

Promedio Tiempo 0
h: 94.6

Promedio Tiempo 0
h: 47.3

Promedio tiempo 24
h: 144.0

Promedio tiempo 24
h: 96.6

Promedio tiempo 24
h: 48.3

Promedio tiempo 196
h: 144.3

Promedio tiempo 196
h: 95.6

Promedio tiempo 196
h: 48.3
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Recobro (%)

DE tiempoOh= 4.5 | DE tiempoOh= 0.4 | DE tiempoOh= 0.4
DE DE tiempo 24h=0.0 | DE tiempo 24h=0.4 | DE tiempo 24h=0.4
DE tiempo 196 h = DE tiempo 196 h = DE tiempo 196 h =
0.4 0.9 0.9
CV tiempoOh= 3.2 |CV tiempoOh= 0.4 | CV tiempoOh= 0.8
CV (%) CV tiempo 24h= 0.0 | CV tiempo 24h=0.4 | CV tiempo 24h=0.8
CV tiempo 196 h = CV tiempo 196 h = CV tiempo 196 h =
0.2 0.9 1.8
Valor tedrico 144.2 96.1 48.0
Recobro tiempo O h Recobro tiempo O h Recobro tiempo O h
= 95.7 = 98.4 = 98.5
Recobro tiempo 24h | Recobro tiempo Recobro tiempo
= 990.8 24h=100.5 24h=100.6

Recobro tiempo 196
h= 100.0

Recobro tiempo 196
h= 994

Recobro tiempo 196
h= 100.6

Criterios de
aceptacion

CV <5.0%

% recobro = 95.0 — 105.0%

Tabla 18. Evaluacion de la Estabilidad de la muestra (tiempos) del método analitico “Determinacién de la osmolalidad de Transferon®.

Ademas, se evalud la determinacién de la estabilidad después por triplicado a tiempo 0

después de un ciclo de congelacion y después de dos ciclos de congelacion. Se calcul6 el

coeficiente de variacion (CV) y % de recobro de cada dilucién evaluada.

Muestra T(0) IFA 1 ciclo de 2 ciclos de
(mOsm/kg) congelacién IFA | congelacion IFA
Medicion g (mOsm/kQ) (mOsm/kQ)
1 160.0 161.0 161.0
2 162.0 161.0 161.0
3 161.0 161.0 162.0
Promedio 161.0 161.0 161.3
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DE 0.8 0.0 0.4
CV (%) 0.4 0.0 0.2
Valor tedrico 144.2 96.1 48.0
Recobro (%) 100.4 100.4 100.6
Criterios de aceptacion CV <5.0%
% recobro = 95.0 — 105.0%.

Tabla 19. Evaluacion de la Estabilidad de la muestra (ciclos de congelacién) del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de

Transferon®.

Robustez.

Se evaluo la consistencia del método analitico a diferentes condiciones de almacenamiento de
la muestra, a diferentes temperaturas. Se determina a partir de las mediciones por triplicado
del IFA a tres diferentes temperaturas 18°C, 10°C y 3°C.

Muestra| 4 goc |pA 10°C IFA 3°C IFA
Medicion (mOsm/kQ) (mOsm/kQ) (mOsm/kQ)
Primera Medicion
(mOsm/kg) 159.0 160.0 158.0
Segunda Medicion
(mOsm/kg) 160.0 160.0 160.0
Tercera Medicion
(mOsm/kg) 160.0 160.0 160.0
Promedio (mOsm/kg) 159.6 160 159.3
DE (mOsm/kg) 0.4 0.0 0.9
CV (%) 0.2 0.0 0.5
Valor teorico 144.2 96.1 48.0
Recobro (%) 99.5 99.8 99.3
o y CV <5.0%
Criterio de aceptacion % recobro = 95.0 — 105.0%.

Tabla 20. Evaluacion de la Robustez del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de Transferon®.
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A continuacion se presenta un dictamen de criterios de aceptacion del método analitico “Determinacion de la
osmolalidad de Transferon®.

Tabla 21. Dictamen de atributos de medicion del método analitico “Determinacion de la osmolalidad de

Transferon®”.
No. At”bl.m.),de Parametro por evaluar Crlterlo.qe Resultado Dictamen
medicion aceptacion
Coeficiente de variacion CV < 10.0% CV=0.0 CUMPLE
| | Adecuabilidad (CV). = U0 B
al sistema
Promedio 50.0 £ 2.0 mOsm/kg Promedio=51.0 mOsm/kg | CUMPLE
5 Llngalldad al Promedio del c_qeﬂc;ente 2> 095 Promedio r20.99 CUMPLE
sistema de correlacion (r?)
Osmolalidad Agua Osmolalidad Agua tipo I=
tipo 1 < 10.0 mOsm/kg 0.0 mOsm/kg CUMPLE
Osmolalidad Agua .
3 Especificidad P di grado inyectable< ir%zrggg:gjidopbg%%%ﬁ?% CUMPLE
del método romedio 10.0 mOsm/kg '
Osmolalidad PT> 20.0 Osmolalidad PT = 74.0 CUMPLE
mOsm/kg mOsm/kg
Osmolalidad IFA> Osmolalidad IFA=160.3
20.0 mOsm/kg mOsm/kg CUMPLE
4 Llnealldad del | Promedio del cgeﬂc;ente 2 >0.95 Promedio r20.99 CUMPLE
método de correlacion (r?)
% recobro 90%= 100.0%
i i 0, 0, = —
5 Exac'Eltud del Porcentaje de recobro (% % recobro = 95.0 % recobro 60% = 99.4%
metodo recobro) 105.0% CUMPLE
% recobro 30% = 98.5%




No. At”bgt(.),de Parametro por evaluar Crlterlo_Qe Resultado Dictamen
medicion aceptacion
CV 90%-= 3.1
I e CVIFAal 90% —
6 Repetibiliad e CVIFA al 60% CV <5.0% CV 60%-= 0.6 CUMPLE
Dilucién 90 %
CVdial=3.1%
CUMPLE
CV dia2=0.6 %
CVdia3=0.5%
Dilucion 60 %
C e CVIFAal90% (Dial,2 CVdial=0.6%
_ PreC|S|Qn y 3)
7 '”tesr?%ds'a ~ | ¢ CVIFAal60% (Dial,2 CV< 5.0% CV dia 2= 0.4 % CUMPLE
distintos y3) ]
e CVIFAal30% (Dial,2 CVdia3=1.6%
y3) ——
Dilucion 30 %
CVdial=1.4%
CVdia2=1.0% CUMPLE
CVdia3=0.8%

I
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Diluciéon 90%
Recobro dia 1 =97.8 %
Recobro dia 2 = 99.8 % CUMPLE
Recobro dia 3 =99.1%

Dilucion 60 %

e Recobro IFA al 90%

(Dial1,2y3) Recobro dia 1 = 98.9%

% recobro = 95.0 — Recobro dia 2 = 100.5% CUMPLE

0,
e Recobro IFA al 60% 105.0 %

(Dial,2y3)

Recobro dia 3 = 101.0%

¢ Recobro IFA al 30%
(Dial,2y3)

Diluciéon 30 %
Recobro dia 1 = 98.5 %
Recobro dia 2 =100.0% | CUMPLE

Recobro dia 3 = 100.6 %
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No. At”bl.ﬁp,de Parametro por evaluar Crlterlo.Qe Resultado Dictamen
medicién aceptacion
Dilucion 90%
CUMPLE
CV analista 1= 3.1 %
CV analista 2= 2.1%
e CV IFA al 90% (Analista Dilucion 60%
1,2)
¢ CVIFAal 60% (Analista CV < 5.0% CV analista 1= 0.6 % CUMPLE
1,2) '
e CV IFA al 30% (Analista CV analista 2= 0.9 %
1,2)
Dilucion 30%
CV analista 1=1.4 % CUMPLE
Precision CV analista 2= 1.9 %
8 intermedia — Dilucion 90%
Distintos _
analistas Recobro analista 1 = 97.8
%
CUMPLE
Recobro analista 2 = 97.6
%
e Recobro IFA al 90% S—
(Analista 1, 2) Dilucion 60%
o Recobro IFA al 60% -
(Analista 1, 2) % reci)gsroo—o/%.o ~ | Recobro analista 1 = 98.9 % | CUMPLE
! . 0
e Recobro IFA al 30% _
(Analista 1, 2) Recobro analista 2 = 99.1 %
Dilucion 30%
Recobro analista 1 = 98.5 % | CUMPLE
Recobro analista 2 = 98.5 %
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CVv<5.0
s CV C1=0.0%
Estabilidad de e CV C1 (100%). 0 _ 3 z CUMPLE
la Muestra — « % recobro C1 (100%). % recobro = 95.0 % recobro C1 = 100.4 %
) 105%
9 Ciclos de
congelacion/ CV<5.0 CV C2=0.2%
descongelacion e CV C2(100%). CUMPLE
e 9% recobro C2 (100%). | % recobro= 95.0 % recobro C2 = 100.6 %
—105.0%
No. At”bgtp,de Parametro por evaluar Crlterlo_qe Resultado Dictamen
medicion aceptacion
Dilucién 90 %
CV tiempo 24h= 0.0%
Recobro t24h = 99.8 %
e CV 24h (90%, 60% y CV <5.0% Dilucién 60 %
30%). 0 _ B CUMPLE
N e % recobro 24h (90% , & recig;ooz/%.o CV 124h=0.4 %
Estabilidad de 60% y 30%).). U7
10 la Muestra — Recobro t24h = 100.5%
Refrigeracion Dilucién 30 %
CV t24h=0.8 %
Recobro t24h = 100.6 %
Dilucién 90%
e CV 196h (90%, 60% y CV<5.0%
0, —
30%). % recobro = 95.0 — CV t196h=0.2% CUMPLE
e 9% recobro 196h (90% , 105.0%
60% y 30%).). 70 Recobro t196h = 100.0 %
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Dilucion 60 %
CV tiempo 196h= 0.9 %

Recobro tiempo 196h =
99.4%

Dilucién 30 %
CV1196h=1.6 %
Recobro t196h = 100.6 %

e CV 18°C (100%).

CV <5.0%
% recobro = 95.0 —

CV 18° =0.2%

11 Robustez

* % recobro 18°C (100%) 105% % recobro 18°C = 99.5% | “UMPLE
CV < 5.0%
e CV 10°C (100%). % recobro = 95.0_ | % recobro 10°C = 99.8%
e % recobro 10°C (100%) 105.0% ' CV 10°C = 0.0% CUMPLE
CV < 5.0%
e CV 3°C (100%). . _ _ CV 3°=0.5%
. % recobro = 95.0 % recobro 3°C = 99.3% | CUMPLE

% recobro 3°C (100%)

105.0%
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Muestras Analizadas

En las siguientes tablas se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de los lotes
evaluados asociadas a su correspondiente gréfico.

- .., Medicion 1 | Medicién 2 | Medicion 3 Promedio
Afno Descripcion
(mOsm/kg) | (mOsm/kg) | (mOsm/kqg) (mOsm/kQ)
Transferon® PT Lote 24.0 24.0 24.0 24.0
19J21 ' ' ' '
Transferon® PT Lote
19322 75.0 75.0 74.0 74.6
Transferon® PT Lote
2019 19123 76.0 76.0 76.0 76.0
Transferon® PT Lote
19K24 73.0 72.0 72.0 72.3
®
Transferon® PT Lote 6.0 6.0
19K25 77.0 76.6

Promedio general
74.7 mOsm/kg

DE
1.5 mOsm/kg

Tabla 22. Valores de osmolalidad de lotes de PT de Transferon®.
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Osmolalidad total de Transferon® PT

78

77

76

70

69

68

Lote 19J21 Lote 19J22 Lote 19J23 Lote 19K24 Lote 19K25

2019
Producto Terminado PT

Gréfico 3. Valores de osmolalidad de lotes de PT de Transferon®.
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- Medicion 1 | Medicion 2 | Medicion 3 Promedio
Afo Descripcion
(mOsm/kg) | (mOsm/kg) | (mOsm/kg) | (MOsm/kg)
Transferon® IFA 160.0 160.0 161.0 160.3
Lote 19J21 ' ' ' :
Transferon® IFA
Lote 19122 155.0 154.0 154.0 154.3
Transferon® IFA
2019 Lote 19123 160.0 162.0 161.0 161.0
Transferon® IFA
Lote 19K24 165.0 166.0 166.0 165.6
Transferon® IFA 160.0 160.0
Lote 19K25 160.0 160.0
Promedio
general
160.2 mOsm/kg
DE
3.5 mOsm/kg

Tabla 23. Valores de osmolalidad de lotes de IFA de Transferon®.
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Osmolalidad total de Transferon IFA®

170

165

160
2
S~
£
["d
o
£

155

150

145

Lote 19J21 Lote 19J22 Lote 19J23 Lote 19K24 Lote 19K25
2019
Ingrediente Farmacéutico Activo

Gréafico 4. Valores de osmolalidad de lotes de IFA de Transferon®
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9. Discusion.

Transferon®, es un extracto dializable de leucocitos humanos (hDLE), es obtenido a partir de
la sangre de donadores sanos, tiene una aplicacion como modulador de la respuesta inmune
en diversas patologias como alergias, enfermedades de origen infeccioso y autoinmunidades
(Medina-Rivero et al., 2014).

La osmolalidad es una caracteristica fisicoquimica que puede ser determinada en diversos
productos farmaceéuticos de amplio impacto en la sociedad como es el caso de soluciones
orales, oftalmicos, inyectables, entre otros (Castellano, 2010).

La determinacién de la osmolalidad en Transferon® permite determinar el contenido de los
solutos totales de este producto farmacéutico, asi como la apreciacion de caracteristicas
generales del proceso, la consistencia de lote a lote de fabricacion, y el monitoreo continuo del

mismo, con el fin de asegurar la calidad del producto.

Se realiza la estandarizacion del método analitico con el fin de delimitar el rango de trabajo del
producto Transferon®, para adecuar los distintos atributos de desempefio evaluados durante
la validacién, empleandose el lote 18J27para PT, obteniéndose un valor promedio de 62.6
mOsm/kg, asociado con un coeficiente de variaciéon CV de 0.4%. Para la estandarizacion del
IFA se emplea el lote 18A02 obteniéndose un valor promedio de 180.6 mOsm/kg, asociado
con un coeficiente de variacion de 0.4%. Una vez obtenido los valores de PT e IFA, se logro
estructurar el rango de trabajo, para la evaluacién de parametros como linealidad al sistema,

estableciendo un rango de trabajo de 50.0 mOsm/kg -250 mOsm/kg.

El método analitico y su validacién es (til para PT como para IFA de Transferon®, dado que
las condiciones de fabricacion del producto el PT es una dilucién del IFA en una proporcién de

3:1 aproximadamente.

Para realizar la determinacion de la osmolalidad, se debe validar el método analitico
correspondiente para demostrar que el método es apto para el propésito previsto (ICH, 2015).
La validacion de métodos analiticos consiste en el proceso de ensayos de laboratorio que los
atributos de desempefio del método analitico satisfacen los requerimientos para los fines

establecidos y confiere resultados confiables (USP, 2011)
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Para el desarrollo de la validacion de métodos analiticos fueron tomados en cuenta el
documento nacional; la FEUM, en el apartado del anexo 3; validacion de métodos analiticos,
asi como documentos de caracter internacional tal es el caso de la guia validation of analytical
procedures: text and methodology ICH Q2 (R1), la USP, ademas de la guia emitida por la
Organizacion Mundial de la Salud en la seccion de validacion de las practicas adecuadas de
fabricacion (PAF).

Los atributos de mediciébn que se adecuan a la medicidon de la osmolalidad en el producto
farmacéutico Transferon®, basados en la revision bibliografica de documentos antes descritos
fueron: adecuabilidad al sistema, linealidad al sistema, especificidad del método, linealidad del
método, exactitud del método, repetibilidad, precision intermedia (distintos dias), precision
intermedia (distintos analistas), estabilidad de la muestra y robustez a la temperatura de la

muestra, con un total de diez atributos de medicion.

El primer atributo que se midi6é fue la adecuabilidad al sistema ya que tiene el objetivo de
determinar el correcto funcionamiento del sistema analitico antes de su uso para verificar que
los resultados obtenidos sean confiables, y determinar la presencia de factores que puedan
inferir sobre la obtencién de resultados, se obtuvo un coeficiente de variacion CV de 0.0% lo

que demuestra que el sistema es apto para la medicion de muestras analiticas.

La medicion de la linealidad al sistema tiene como propésito verificar que el incremento de la
respuesta analitica sea proporcional en funcién de la osmolalidad de la muestra, dénde se
obtuvo un coeficiente de correlaciéon promedio r? de 0.99 de las curvas de calibraciéon lo que

demuestra que el sistema es lineal.

La especificidad del método determina la capacidad del método de determinar la presencia de
solutos osmolalmente activos de muestras acuosas carentes de ellos. En este sentido, se
determina la osmolalidad del excipiente de Transferon® (agua inyectable) y del agua MiliQ
(blanco de corrida), y sus resultados se compararan con los de PT e IFA de Transferon®, y se

demostré que no hubo interferencia entre ellos.
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La linealidad del método tiene el mismo propésito de la linealidad del sistema, sélo que la
proporcionalidad de la respuesta se evalla empleando IFA de Transferon® para descartar la
presencia de solutos osmolalmente no activos, donde se obtuvo un coeficiente de correlacion
promedio r?de 0.99 de las curvas de calibracion lo que demuestra que el método es lineal. Se
emplea IFA por que el PT consiste en una dilucién de IFA con excipiente (agua inyectable) en

una proporcion aproximada de 3:1.

La exactitud del método verifica el grado de concordancia absoluta entre el resultado obtenido
con el método y la cantidad verdadera del analito, dénde se evalla el porcentaje de recobro
obteniendo un porcentaje de recobro entre el 95.0% y 105.0% para las diluciones del IFA en
tres niveles de concentracion 90%, 60% y 30%, de acuerdo a la FEUM los resultados

obtenidos cumplen con los criterios de aceptacion para demostrar que el método es exacto.

La repetibilidad tiene como propoésito determinar el grado de concordancia entre los resultados
de una muestra en condiciones de rutina. Para ello, de acuerdo a la FEUM se determina el
coeficiente de variacién del analisis por sextuplicado de IFA en tres diferentes niveles de
concentracion (90%, 60%, y 30%) obteniendo un coeficiente de variacion CV < 5.0% para

cada dilucién evaluada lo que demuestra que es repetible.

La precision intermedia (distinto dias), tiene el objetivo de determinar la precision y exactitud
de los datos obtenidos por un mismo analista durante 3 dias distintos y por dos analistas el
mismo dia. Para ello se analizan por triplicado tres diluciones (90%, 60% y 30%) de IFA de
Transferon® y se determina el coeficiente de variacion (CV) y el % de recobro de cada dilucién
evaluada, obteniendo un coeficiente de variacién promedio CV < 5.0% para cada dilucién
evaluada, y un porcentaje de recobro promedio entre el 95.0% y 105.0% para cada dilucion
evaluada , de acuerdo a la FEUM los resultados obtenidos cumplen con los criterios de
aceptacion para demostrar que el método es preciso y exacto en cualquier medicién durante

distintos dias.

e ——
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La precision intermedia (distintos analistas), tiene el objetivo de determinar la precision y
exactitud de los datos obtenidos por un mismo analista durante 3 dias distintos y por dos
analistas el mismo dia. Para ello se analizaron por triplicado tres diluciones (90%, 60% y 30%)
de IFA de Transferon® y se determinara el coeficiente de variacién (CV) y el % de recobro de
cada dilucién evaluada, obteniendo un coeficiente de variaciéon promedio CV < 5.0% para
cada dilucion evaluada, y un porcentaje de recobro promedio entre el 95.0% y 105.0% para
cada dilucion evaluada, los resultados de ambos analistas se encuentran dentro de los
criterios de aceptacion previamente establecidos y de acuerdo a la FEUM los resultados
obtenidos cumplen con los criterios de aceptacion para demostrar que el método es preciso y
exacto en cualquier medicion durante distintos dias y para distintos analistas. La importancia
de la realizacidon de esta prueba confiere que la muestra puede ser medida por otro analista y
en diferentes horarios, en casos como cambio de jornada laboral, cambio de personal, o

diferentes dias de muestreo garantiza que el resultado emitido es confiable.

La estabilidad de la muestra este atributo evalla la consistencia de las caracteristicas
fisicoquimicas de la muestra, ya que al ser de contenido proteico se puede degradar en
distintas formas de almacenamiento en condiciones de refrigeracion (5 + 3°C) a través del
tiempo. Para ello, se determina la precision y exactitud de los valores de osmolalidad de tres
niveles de concentraciéon 90%, 60% y 30% por triplicado a las Oh y a las 196h. Para considerar
la muestra estable se debe cumplir con los criterios de precision y exactitud, obteniéndose un
coeficiente de variacién promedio CV < 5.0% para cada dilucion evaluada, y un porcentaje de
recobro promedio entre el 95.0% y 105.0% para cada diluciéon evaluada por lo que el método
es preciso y exacto para la medicion de la estabilidad de la muestra en condiciones de
refrigeracion al menos hasta las 196h que fue la evaluacién. La importancia de la realizaciéon
de esta prueba confiere a que ocurran fallas en el equipo, que la muestra no se sea
procesada en tiempo y forma o cambio de jornada laboral, garantizando que el resultado sera

confiable al menos hasta el tiempo evaluado.
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Siguiendo el mismo esquema, se determina la estabilidad de IFA al 100% de Transferon®
después de un ciclo de congelacién-descongelacion (-80°C, 4 h) / descongelacién (TA, por 2
h), y después de dos ciclos de congelacion-descongelacion (-80°C, 4 h) / descongelacion (TA,
por 2 h), se evaluo los mismos criterios de aceptacion de precision y aceptacion obteniéndose
un coeficiente de variacion promedio CV < 5.0% para ambos ciclos de congelacion-
descongelacién, y un porcentaje de recobro promedio entre el 95.0% y 105.0% para ambos
ciclos de congelacion-descongelacion, por lo que se demuestra que la medicién de la muestra
es preciso y exacto, ademas de demostrar estabilidad al menos hasta después de dos ciclos
de congelacion. La importancia de la realizacién de esta prueba confiere a demostrar la
estabilidad del producto durante el proceso de transporte por parte del paciente, ya que la
condicion de almacenamiento del producto es de congelacion (Medina-Rivero et al., 2016), si
el transporte no se lleva adecuado de forma éptima con esta prueba de garantiza que el

producto sigue teniendo la misma estabilidad, al menos durante dos ciclos de congelacion.

La robustez a la temperatura de la muestra, este atributo determina la influencia de la
temperatura de la muestra al momento de su lectura en los resultados de la medicidon de la
osmolalidad. Para ello se determina la precisién y exactitud de los valores de osmolalidad de
tres niveles de concentracion 90%, 60% y 30% por triplicado, las muestras seran
almacenadas en refrigeracion y analizadas cuando alcancen una temperatura de: 18°C, 10°C
y 3°C. Obteniéndose un coeficiente de variacion promedio CV < 5.0% para cada dilucién
evaluada, y un porcentaje de recobro promedio entre el 95.0% y 105.0% para cada dilucion
evaluada por lo que el método es preciso y exacto para la medicion de la osmolalidad a
diversos cambios de temperatura en el presente caso a 18°C, 10°C y 3°C. Con la realizacion
de esta prueba se garantiza que la muestra puede ser procesada para medir la osmolalidad

en diferentes temperaturas, con un resultado confiable.

Se evaluaron un total de diez atributos de desempefio, (adecuabilidad del sistema, linealidad
al sistema, especificidad, linealidad del método, exactitud del método, repetibilidad, precision
intermedia (dias), precision intermedia (analistas) estabilidad de la muestra y robustez), los

cuales cumplieron con los criterios de aceptacion que se establecieron previamente, los
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resultados fueron plasmados en un dictamen de criterios de aceptacion del método analitico
correspondiente, por lo que el método se considera validado y puede ser empleado para la

determinacion de la osmolalidad de Transferon®.

Se evaluaron un total de 5 lotes de PT y 5 lotes de IFA de Transferon®, los cuales debian
tener como criterio de inclusion al estudio que fueran de fabricacion reciente y no estuvieran
almacenados en otras condiciones de almacenamiento establecidas para el producto, para el
caso de PT se obtuvieron valores de 72.3 mOsm/kg — 76.3 mOsm/kg, para el caso de IFA se
obtuvieron valores de 160.0 mOsm/kg — 166.0 mOsm/kg, se tiene una variacion minima y
asociada a que los paquetes celulares de los cuales se parten para la fabricacion del producto
no son homogéneos respecto al contenido de solutos totales (sales organicas, sales
inorgénicas, glucosa y otros metabolitos), ademas de una variaciéon regulada en el contenido
de proteinas de los paquetes celulares (UDIMEB, 2018), dicha determinacion fue realizada por
un método de osmometria validado y empleado para el control de calidad rutinario de este

producto farmacéutico.

Con base en la osmolalidad obtenida de los lotes evaluados se realizé un analisis estadistico
obteniendo el promedio y la desviacidon estandar para valores de PT como IFA, estableciendo
una propuesta de especificacion de calidad para Transferon® que contempla el Promedio +
3DE. Para PT la especificacion concreta en valores de 74.7 £ 4.5 mOsm/kg, en el caso de IFA
la especificacion concreta en valores de 160.2 + 10.5mOsm/kg, garantizando la calidad del

producto.
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10. Conclusiones

Se desarrollo el disefio jerarquerizado de un protocolo sustentado y acotado a un sistema de
gestion de la calidad, en el cual se emitié un método analitico que sirvié para la determinacion
de la osmolalidad de Transferon®, tanto para Producto Terminado como Ingrediente

Farmacéutico Activo.

Se llevo a cabo la ejecucion de la validacion del método analitico, mostrando que los atributos
evaluados (adecuabilidad del sistema, linealidad al sistema, especificidad, linealidad del
método, exactitud del método, repetibilidad, precision intermedia (dias), precisién intermedia
(analistas) estabilidad de la muestra y robustez), cumplieron con los criterios de aceptacion
establecidos, por lo que el método se considera validado y puede ser empleado en la

ejecucion del andlisis de muestras.

Se reportaron los resultados de la validacién en un reporte de protocolo de validacién, asi
como el disefio, y la entrega de reportes analiticos, en los cuales se sustentan los resultados

obtenidos a lo largo del desarrollo del protocolo.

Se determin6 la osmolalidad en lotes de fabricacion actual de 5 lotes producto terminado
como de 5 lotes de ingrediente farmacéutico activo obteniendo un promedio 74.7 mOsm/kg

para PT como 160.2 mOsm/kg para IFA.

Se establecié la propuesta de un pardmetro de calidad para osmolalidad, con base en su
analisis estadistico se determind que sera Promedio + 3DE, la cual establece un valor de 74.7
+ 4.5 mOsm/kg para PT y 160.2 £ 10.5 mOsm/kg para IFA.
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11. Perspectivas

Con el respectivo método validado, se disefiara el protocolo de transferencia de tecnologia de
acuerdo a procedimientos internos en conjunto con el &rea de calidad del Laboratorio de
Investigacion Cientifica y se estableceran los procedimientos en su reporte de transferencia

correspondiente.

Se ejercera el analisis de la osmolalidad para PT e IFA de forma rutinaria por parte del area de
fabricacion, con el fin de monitorear el proceso de cuantificacion de solutos totales y

determinar la consistencia de lote a lote fabricado.

En base a la propuesta de un parametro de calidad de la osmolalidad, determinar si existen
variaciones a lo largo del proceso de produccion de Transferon®, para poder adicionarla como

un parametro determinante de liberacion de lotes.
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12. Apéndices.

Por motivos de confidencialidad no se pueden mostrar los documentos elaborados durante el
desarrollo del protocolo de acuerdo al sistema de gestién de la calidad, pero se acota a

mostrar la portada de los mismos como sustento de su realizacion.

Etapa |
-Protocolo General del proyecto con cédigo interno P3/19/007.

-Oficio de aprobacion por parte del Comité de Investigacion de la UDIMEB (CIU).

v

EDUCAC I()N & - N :wuclz Nacional de Ciencias Biol6gicas

* 2019, Mo & ol dl S, Evsass Zops”
DATOS DEL PROYECTO 9 0% ds I UsadodPrefescnst Adsto Lspez Moteos
Do O 3 it R it

Determinacion de la osmolalidad de W o 4 CEOY 4Ll Gt

Folio
TITULO: Transferon® como parametro de calidad UDIMEB/0565/2019
CODIGO DEL PROYECTOVPROTOCOLO: | P3/127007
FECHA AUTORIZACION DEL IOt - OFfic i Asoato .
PROTOCOLO POREL CIU 01/0ct/2019; Oficio UDIMEB/0565/2013 Evaluacién del protocolo P3/19/007
- COMX, 01 de octubre de 2019.
FECHA DE AUTORIZACION DEL MNA
PROTOCOLOPOREL CEI
PROTOCOLO VERSION Y FECHA: Version C; 01/0CT/2019.
DATOS DEL EQUIPO DE INVESTIGACION PALLS Eddy Nosi Shncher Salledo
RESPONSAELE DEL E STUDIC: Ura. Sonia Mayra Ferez Tapia Unidad de Desarrollo e Investigacion en Bioprocesos {UDIBI)
INVE STIGADOR PRINCIPAL: Dr. Luis Alberto Vallejo Castillo skt
INVE STIGADOR(ES) RE SPONSABLE(S) | p.Q.F.B Eddy Moel Sanchez Galindo Por este medio, le comunico que el Comité de Investigacion de la UDIMEB {CIU) en su sesi6n 85 analizé las correcciones al
DEL ENSAYO: protocolo “Determinacién de la osmolalidad de Transferon® como parémetro de calidad". En dicho proceso se determing
que todas las observaciones emitidas previamente por el CIU fueron yio Por este
gg SCT‘\OLPDSA}I\}BIE;E E: LTE?IEIIG URAMIENTO' | ~cp 1og Lilian Bamal Pérez iotivo se asigha el cdigo “P3/19/007" y se emite un dictamen aprobatorio para su ejecucion.
u]

Sin més por el momento reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE | =
DREEOIS A. VALLEIO CASTILLO

DEL COMITE DE ION DE LA UDIMEB

c.c.p. Archivo

dcakhs de Migwe! Miglgo, C.P., 11340, Cudad de Méwco f.'ﬂ‘v".;)
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Etapa Il

-Método Analitico con cédigo interno U043-MA.

-Formato de Reporte Analitico con cédigo interno U043-RA.

DETERMINACION DE LA OSMOLALIDAD DE TRAN SFERON

REALZO RENS RENSD AUTORIZO

Or.Lws A VElsoCastlo | QFS SadHayum Vizgusz Leyva | @FD Waria Unan Gemal Parsr | Dra Gabrisls Mefiado Sancnez
Responzalie o= LabEinode | mesponeabiede Senvciosde | R 28 Assguramianio ' 2 Sarria dela
Cromatografiay Masas-Masas Laboriarky daCakdad uDIsl

REPORTE ANALITICO

| No. REPORTE: |
[ FEcHa pEEmision: |
1. INFORMACIGN
METODO ANALITICO: U043-MA Dalanminacian o2 13 oemaiaidad 92 Transkaron®.

FECHADE WIGERCIA PRORI A FESI

CODIGO DE LA MUESTRA:

1. OBJETIVO

Dar a conocer ls metodologis s emplear para determinar ls cantidsd de solutos totsles de

Transferan® mediante osmometria.
2. ALCANCE

El presente documento aplics para el personal de la UDIB| que requiera determinar iz osmaolalidad

de producto i io y producto i de T ®
3. TIPO DE METODO

. o FARMACOFEICD - o
FARMACCOPEICD | | MODIFICADD | 2 ‘ NOFARM _.C)F'EIUO| |

=

TERMINOS ¥ DEFINICIONE 5

- Molalidad: Moles de soluto por kilbgramo de disolvente puro.

Osmolalidad: Osmoles de particulas de soluto por kiogramo de disolvente puro. La

osmolaiidad normalmente se express en mOsmikg

- Molaridad: Moles de soluto por iitro de solucion.

Osmolaridad: Osmoles de particulas de soluto por litro de solucian. La osmalaridad

nomalmente se express en mOsmiL.

- Osmometro: Apsrato que se emplesbs para medir la presidn osmatics entre una solucidn y
un solvente en base & sus propiedades coligativas.

5. FUNDAMENTO
El método para i Is i de T *® 52 basza en la reduccidn del punto de
congelacion del agua. El punto de congelacidn es una propiedad coligativa que pemite detemi

facimente y con gran precisién ls concentracién de una solucién dependiendo su variacion. EI
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Estandar de Regikca 2
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DATOS CRUDOS Y PROCESAMIENTO

Sz aneuan tickets de los resultados emitidos por 2l equips Osmometro Advanced instruments®

3280
4. RESULTADOS
Madicien 1 Madicion 2 Madicien 3 [Promsdic
TEETET (mOEmkg) mCemikg) (meCemikg} {meOEmikg)
3. ANEXO3
NIA
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U043-MA. Determinacion de la osmolsliidad de Transferon®.
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Etapa lll

-Protocolo de validacion del método analitico con codigo interno U043-PVA.

-Reporte de validacion del método analitico con cédigo interno U043-MA-RVA.

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO
U043-MA “DETERMINACION DE LA O SMOLALIDAD DE TRANSFERON®™

Codigo: U043-PVA

mEvEd AuToRZd

Ore. B e Sae
e ]

Etapa IV

-Reporte general del
interno RG-043.
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