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OBJETIVOS

Las crecientes exigencias de calidad los productos farmacéuticos y la necesidad de
optimizacion del proceso productivo hacen que sea necesario disponer de métodos de
andlisis répidos y fiables. Algunos de los métodos de andlisis alin vigentes conllevan una
complgjidad de tratamiento de muestra y un elevado tiempo de andlisis, que afectan la
productividad.

El objetivo propuesto en estatesis es el desarrollo de metodologias instrumentales de
andlisis aplicables a distintas necesidades que existen en el control de calidad de la industria
farmacéutica. Parallevar a cabo este objetivo se han utilizado dos técnicas instrumentales de
reciente aparicion: la electroforesis capilar y 1a espectroscopia en € infrarrojo cercano.

La eleccidn de técnicas de tan distintas caracteristicas, la primera es una técnica de
separacion mientras que la segunda es una técnica espectroscopica, no es casual s setiene en
cuenta la gran diversidad y distinta naturaleza de las pruebas de andlisis a redlizar en €
control de calidad farmacéutico. Con estas técnicas instrumentales se abordaran algunas de
estas necesidades de andlisis, poniendo especial atencion a la metodica de trabajo a seguir

segun latécnicay lafinalidad del método.

La electroforesis capilar se aplica con e objeto de desarrollar y validar un método
para la separacion y determinacién de todos |os componentes de un preparado farmacéutico,
gue permita su aplicacién tanto en € analisis de los componentes del farmaco como en €l
control de estabilidad del mismo.

-Las nuevas metodologias se comparan con las usuales basadas en HPLC con €
objeto de establecer ventgjas e inconvenientes para realizar |a sel eccion més adecuada a cada

Caso.



Se estudia la aplicabilidad de la espectroscopia NIR tanto para laidentificacion como
la determinacion de productos farmacéuticos. Este estudio se desarrollara en dos vertientes
distintas:

-Disefio, construccion y validacion de bibliotecas de espectros NIR para la
identificacion de productos de laindustria farmacéutica.

-Desarrollo y validacién de métodos para la determinacién de principios activos en
preparados farmacéuticos.



1 CONTROL DE CALIDAD
EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

1.1. CALIDAD Y CONTROL DE CALIDAD

La fuerte competitividad industrial de la que somos testigos actualmente ha
revolucionado el concepto de calidad, aumentando la importancia que ésta ya habia tenido
tradicionalmente. Hoy en dia, la calidad se utiliza como sello de garantia de cualquier
producto industrial. El cliente actual busca que &l producto que se dispone a comprar cumpla
con una serie de especificaciones y que haya sido producido bajo controles que aseguren su
calidad. Es habitua oir hablar de calidad en todos los campos industriales, pero, ¢qué se
entiende por “calidad” ?.

ISO define calidad como: “la totalidad de rasgos y caracteristicas de un producto,
proceso 0 servicio que inciden en su capacidad de satisfacer necesidades reguladas o
implicitas’®. Segn esta definicion, cuando se utiliza la expresién “de buena calidad” se
pretende remarcar la excelencia de un producto o servicio y e cumplimiento de las
especificaciones, cualitativas o cuantitativas, acordadas previamente con € cliente y/o
definidas por |a autoridad competente.

Debido a la importancia que ha cobrado la calidad en los sectores industrial y de
servicios, se han desarrollado una serie de herramientas para tratar 1o relacionado con la
calidad. La Gestion de Calidad, entendida como el conjunto de actividades dirigidas a fijar
objetivos y responsabilidades, y asegurar que éstos se cumplan mediante un plan estratégico,
se ha convertido de esta forma en una parte muy importante de la gestién general de
cualquier organizaciéon. La aparicién de numerosos estandares de calidad (normas 1SO,
EFQM...), normas de obligado cumplimiento bien por normativa o bien por imposiciones del
mercado, hacen necesario que toda empresa que deba estar “certificada’ de acuerdo a
normativas de calidad, deba disponer de un Departamento de Calidad. Dicho departamento
es el responsable de hacer cumplir la Politica de Calidad de la empresa, llevando a cabo
todas | as acciones o bien delegando en otros departamentos parte de sus responsabilidades.
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Un elemento muy importante en la Gestion de Calidad de la empresa es el Control de
Cadlidad ya gque es la herramienta que permite asegurar que los productos fabricados cumplen
una serie de requisitos que los definen como “de calidad”. Puede ser definido como:
“Combinacion de sistemas, procedimientos, instrucciones y actividades realizadas para
controlar y mantener un trabajo de calidad”. A la practica, el Control de Calidad consiste en
realizar mediciones de parametros del producto, determinando si los valores obtenidos estan
en concordancia con unas especificaciones preestablecidas. Generalmente, dicho control de
calidad es aplicado a los productos producidos y utilizados por una empresa, ya se trate de
productos finales, intermedios o0 materias primas.

Si la calidad es un parametro importante en todos los sectores industriales, ésta es
ain de més relevancia en la industria farmacéutica. Por la finalidad y naturaleza de los
productos farmaceéuticos, la exigencia de calidad en éstos es mayor, debido a los posibles
efectos perjudiciales para la salud. La calidad de un producto farmacéutico puede atribuirse
al cumplimiento de dos condiciones basicas:

Que @ producto farmacéutico en cuestion sea efectivo en € tratamiento
de una determinada patol ogia.
Que no provoque efectos perjudiciales o no deseados, es decir que sea

seguro paralasalud.

Una mayor exigencia de calidad se traduce en controles de calidad mas estrictos y el
cumplimiento de normativas especificas, como buenas practicas de fabricacion (GMPs,
Good Manufacturing Practices) y buenas précticas de laboratorio (GPLs, Good Laboratory
Practices). Los fabricantes europeos de medicamentos deben cumplir las Normas para la
Correcta Fabricaciéon de Medicamentos de Uso Humano y Medicamentos Veterinarios de la
Unién Europea %°. Esta normativa establece, de forma explicita la obligacién de llevar a
cabo un Control de Calidad. Para ello dispone gque es necesario un departamento de control
de calidad, separado del resto de departamentos de la empresa, que lleve a cabo los andlisisy
pruebas necesarias en relacion a los materiales de partida, asi como controles adecuados de
productos intermedios y acabados.

A continuacion se comentara la evolucion de las normativas referentes a productos
farmacéuticos alo largo del siglo XX, intentando aportar una vision general de cdmo fueron
creandose las leyes reguladoras de los medicamentos asi como de las distintas
organizaciones que regulan la produccién y comercializacion de los productos
farmaceuticos.



1.2. EVOLUCION HISTORICA DE LA NORMATIVA FARMACEUTICA

A lo largo del siglo XX una serie de sucesos han propiciado la aparicion de
organismos reguladores para controlar la calidad de los productos farmacéuticos, con la
finalidad de asegurar que éstos cumplan con una serie de requisitos de calidad y seguridad. A
principios de siglo, laescasay dispersa normativa sobre control de calidad y de seguridad de
los medicamentos, no imponia condiciones estrictas a las industrias farmacéuticas en la
fabricacion y comercializacion de sus productos. En EEUU, la Federa Pure Food and Drug
Act de 1906 legislaba sobre e transporte interestatal de alimentos y medicamentos
adulterados. Estaley no obligaba a las compafiias farmacéuticas a establecer ni la eficacia ni
la seguridad de los medicamentos que comercializaban.

En 1938 mas de 100 nifios murieron en EEUU como consecuencia de la
comercializacion de una solucion de sulfanilamida en dietilenglicol, €l cual era un excelente
solvente, pero a la vez muy toxico. Este desgraciado hecho dio origen ese mismo afio a la
enmienda del acta federal de 1906, a partir de la cual se incluyé el concepto de seguridad de
los medicamentos, siendo la Food and Drug Administration (FDA) la encargada de su
aplicacion préctica. A partir de ese momento, se comenzaron a exigir estudios de toxicidad
de los farmacos existentes, a la vez que se exigia que una solicitud de nuevo farmaco (New
Drug Application, NDA) debia ser aprobada por la FDA para que éste pudiera ser
promocionado y distribuido. Sin embargo ain no se exigian pruebas de la eficacia de un
medicamento para concederle permiso de comercializacion y, ademas, un medicamento
pasaba de la etapa de investigacion animal a la investigacion clinica sin la aprobacion de la
FDA.

En ladécada de los 60, €l desastre de la talidomida, medicamento promovido para ser
usado en €l primer trimestre del embarazo y que demostré ser altamente teratogénico, dio la
vuelta a mundo, marcando un punto de inflexion en lo referente a normativa farmacéutica.
Esta catastrofe introduce un cambio fundamental y permite que se introduzcan, en todos los
paises desarrollados, una serie de leyes que exigen seguridad y eficacia demostrada con
ensayos clinicos controlados. En los EEUU la respuesta fue una enmienda a acta de
Alimentos, Medicamentos y Cosméticos en 1962 que requiere que se presente suficiente
investigacion farmacolégica y toxicoldgica en animales antes que un nuevo farmaco pueda
ser probado en humanos. En Europa, todos los paises adaptaran su legislacion: Noruega y
Suecia (1964), Inglaterra (1968), Suiza (1971) y Alemania (1976). Las nuevas leyes exigen a
los productos farmacéuticos pruebas de la eficacia y documentacién que demuestre la

seguridad relativa del nuevo medicamento, en términos de la relacion riesgo / beneficio.
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Los nuevos requisitos de estas leyes determinaron que € tiempo total de desarrollo
de un nuevo medicamento se extendiera de 8 a 9 afios. En los Ultimos afios |os organismos
reguladores de los medicamentos se han visto envueltos en un debate con grupos de
consumidores y las compafiias farmacéuticas en relacion a la demora en la aprobacion de
aquellos farmacos para enfermedades con riesgo vital (como & SIDA, laEsclerosis Mdltiple,
etc.). Estos organismos se encuentran ante la dificil tarea de balancear, por una lado, su
mision de garantizar la seguridad y eficacia de los nuevos medicamentos y, por € otro, la
necesidad de la sociedad de disponer de |os medicamentos Utiles en un tiempo razonable.

En Europa, la situacion a lo largo de la primera mitad siglo ha sido de una total
descentralizacion de los organismos reguladores farmacéuticos. Cada estado, por medio de
sus respectivos ministerios de Sanidad, regulaba la produccién y comercializacion de los
medicamentos en su territorio, asi como los controles de seguridad y eficacia que debian
cumplir. Desde 1965 la Comunidad Econdémica Europea ha desarrollado una intensa
actividad de harmonizacion, desarrollando directivas y recomendaciones referentes a los
medicamentos con medidas en defensa del interés de pacientes y consumidores. Desde la
congtitucién de la Unién Europea (UE) en 1995, los organismos normativos del
medicamento de los estados miembros se han agrupado en la European Agency for the
Evaluation of Medicinal Drugs (EMEA). Los gobiernos Europeosy laindustria farmacéutica
coincidieron en un punto de comun interés: "Poner en e mercado medicamentos seguros y
efectivos, dandose prioridad a la seguridad, en € menor tiempo posible para e beneficio de
los pacientes’. La EMEA dispone e marco normativo que atafie a los productos
farmacéuti cos para todos los estados que conforman la Unidn Europea.

En Esparia, € organismo encargado de regular todo lo relacionado con los productos
farmacéuticos es la Agencia Espafiola del Medicamento. Esta organizacion, creada en 1997,
unifica por primera vez las actividades de evaluacion, autorizacion, registro y control de los
medicamentos de uso humano y veterinario en Espafia. La Agencia Espaiola del
Medicamento, es un Organismo Autonomo, adscrito al Ministerio de Sanidad y Consumo,
cuyo objetivo esencia es garantizar que los medicamentos autorizados y registrados en
Espafia responden a estrictos criterios de calidad, seguridad y eficacia, segun lo establecido

en la normativa sobre medicamentos de la Unidn Europeay en las normativas espafiol as.



1.3. CONTROLES DE RUTINA FARMACEUTICOS

En este apartado se describen algunos de los tests més habituales que se realizan
durante €l control de calidad de los productos utilizados y producidos en una empresa
farmacéutica. Ademés se comentaran algunos de los métodos instrumentales més utilizados

para dichos tests, asi como las tendenciasy perspectivas actuales en métodos de andlisis.

1.3.1. Tests habituales en control de calidad

Las andliticas que se realizan en un Departamento de Control de Calidad son
numerosas y variadas, debido al gran nimero de productos distintos que se andlizan y alas
exigencias de cada producto. Algunas pruebas son especificas para algunos productos
mientras que otros tests son méas generales y se realizan para casi todos los productos.

Algunos de | os tests mas general es se comentan a continuacion.

1.3.1.1. Aspecto

Se trata de redlizar una descripcién cualitativa sobre e producto, tanto si es materia
prima como producto acabado o intermedio. Se comprueban distintas caracteristicas del
producto como pueden ser: apariencia (solido, liquido, suspension...), color, forma, tamafio,

etc. Suele realizarse mediante simple inspeccion visual del producto.

1.3.1.2. Identificacion

L os tests de identificacion deben establecer laidentidad del producto analizado y ser
capaces de discriminar entre compuestos parecidos o de estructura relacionada que pueden
formar parte de la muestra. Este test debe ser 1o mas especifico posible. La falta de
especificidad de un método de identificacion puede ser solucionada mediante combinacién

de varios métodos.

1.3.1.3. Ensayo de contenido

Consiste en una determinacion cuantitativa del producto, para establecer su grado de
pureza o bien para determinar el contenido de uno o més componentes de la muestra. Una
vez realizada la determinacion se comprueba si los valores obtenidos se corresponden con
las especificaciones del producto.
1.3.1.4. Sustancias relacionadas

Bajo este nombre se recogen tanto las posibles impurezas que pueda contener una

muestra, que pueden ser organicas e inorganicas, tanto derivadas de la degradacion de
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alguno de los componentes de la muestra como del proceso de produccién, como es el caso
de los disolventes residuales. Se debe disponer de métodos adecuados que permitan
determinar los bajos niveles de concentracion de este tipo de sustancias en los productos
farmacéuticos, para demostrar que éstos se encuentran por debajo de los valores establecidos

como limites aceptables.

1.3.1.5. Propiedades fisicoquimicas

Es muy comun llevar a cabo la determinacion de algunas propiedades fisicoquimicas
en los productos farmacéuticos. Las propiedades a determinar varian en funcion de la
naturaleza del producto. De esta forma en preparados liquidos, como bebibles o inyectables,
se suelen redizar controles de pH o de acidez, mientras que para productos solidos se

realizan ensayos de tamarfio de particula (granulometrias), control de dureza, etc.

1.3.1.6. Test de disolucion

Es una medida que indica cémo € principio activo es liberado del producto
farmacéutico. Es una prueba muy importante en control de calidad de preparados solidos, ya
gue da una aproximacion del comportamiento del medicamento en e cuerpo una vez
consumido. Se suele realizar para comprimidos, sobres, supositorios e incluso para parches

cutaneos.

1.3.1.7. Test de uniformidad de contenido

Es una medida de la homogeneidad del producto. También se la puede denominar
homogeneidad de lote, puesto que se comprueba que distintas partes de un mismo lote (de
distintas zonas de mezclador, de distintos llenados, distintas dosis individuales en el caso de

comprimidos...) contengan la mismadosis de principio activo.

1.3.1.8. Ensayos biol 6gicos

Este tipo de ensayos se realizan utilizando organismos microbiol gicos para evaluar
determinadas propiedades del farmaco. Se suelen redlizar para muestras liquidas de las
cuales debe evaluarse su esterilidad o su carga microbioldgica, o bien para antibidticos y
vacunas para determinar su efectividad, denominada potencia. Son muy diversos y en

general suelen ser especificos para cadatipo de producto analizado.



1.3.2. Métodos instrumentales

La mayoria de los controles de rutina descritos en el punto anterior suelen llevarse a
cabo mediante métodos instrumentales de andlisis. Latendencia actual de las farmacopeas es
aintroducir cada vez mas este tipo de métodos en sustitucion de los métodos tradicionales de
andlisis, que resultan en general mas laboriosos y menos objetivos. Los avances tecnol 6gicos
han permitido disponer de equipos cada vez mas fiables que permiten obtener resultados de
forma més rapida, sencilla'y que permiten, debido a la automatizacion, ser utilizados por
personas sin un alto grado de formacion cientifica, 10 que influye positivamente en la
economia de la empresa. Por todo esto, es habitual que un departamento de Control de
Cadlidad disponga de un nimero considerable de técnicas instrumentales de andlisis para

control derutina. En latabla1l.1 se muestran algunos de los equipos habituales junto con sus

aplicaciones en control de calidad farmacéutico.

Tabla 1.1. Instrumentos habitual es en control de calidad en laindustria farmacéutica.

Instrumento Aplicaciones

Ensayos de contenido.

Caracterizacion de impurezas (acoplamiento
HPLC con espectroscopia de masas).

Determinacion de impurezas.
Ensayos de estabilidad.

Cromatografia de Gases

Ensayos de contenido.

Caracterizacion de impurezas (acoplamiento
con espectroscopia de masas).

Determinacion de impurezas.

Determinacion de disolventes residuales
(médulo de Head Space).

Espectrofotémetro de UV-VIS

Ensayos de contenido.
Tests de disolucion.

Espectrofotémetro de Infrarrojo

Tests de identificacion de materias primas.

Espectrofotémetros de
absorcioén / emision atémicade llama

Ensayos de contenido de metales (Na, Li, K).
Determinacion de impurezas metélicas (Al,
Fe..).

Polarimetro

Determinacion de pureza dptica.
Determinacién de excesos enantioméricos.




Ultimamente estan surgiendo nuevas técnicas instrumental es que intentan resolver los
problemas o limitaciones que poseen las técnicas habituales citadas en la tabla. De este
modo, es muy comun la hibridacion de técnicas. conjuncion de técnicas de separacion con
técnicas espectroscopicas, para aunar las caracteristicas de ambos, asi como otras técnicas
como electroforesis capilar, técnicas calorimétricas y nuevas técnicas espectroscopicas, que
permiten redlizar andlisis més rgpidos y con menos consumo de reactivos, obteniendo gran
cantidad de informacion. Estas nuevas técnicas estén ganando aceptacion en la industria
farmacéutica e introduci éndose cada vez més en los Departamentos de Control de Calidad.

En esta memoria se aborda precisamente la introduccién de dos nuevas técnicas a la
resolucion de problemas de andlisis que se presentan en la industria farmacéutica: la
electroforesis capilar y la espectroscopia en € infrarrojo cercano, ambas técnicas con un gran
potencial analitico y con una gran versatilidad en su posible aplicacion a control de calidad

farmacéutico.

1.4. VALIDACION DE METODOS DE ANALISIS
Los métodos de andlisis utilizados en e control de calidad de productos

farmacéuticos, que no se traten de métodos oficiales de analisis (registrados o contemplados
en farmacopea), deben haber sido validados previamente a su uso en rutina. La validacién de
un método de ensayo tiene como finalidad demostrar la idoneidad de dicho método para
llevar a cabo un andlisis determinado. Mediante la validacion del método se establece si los
pardmetros de calidad satisfacen |os requisitos de una aplicacion analitica concreta. Para ello,
se requiere experimentacion y comparacion con valores de referencia bien conocidos. Los
objetivos de una validacion analitica son:

Garantizar la coherencia entre los resultados obtenidos y las necesidades.

Asegurar lacalidad y constancia de la calidad de lainformacion obtenida.

Caracterizar métodos y herramientas analiticas.

Facilitar las auditorias de calidad

Fundamentar |a transferencia (de métodos y herramientas) y la harmonizacién

de los resultados entre los laboratorios, con €l objetivo de conseguir el

reconocimiento mutuo entre laboratorios.

Uno de los requisitos basicos parallegar a cumplimiento de estos objetivos es que €l
laboratorio donde se realicen los ensayos trabaje bajo Buenas Précticas de Laboratorio

(GLP), que garanticen la seguridad de los resultados obtenidos. Estas normas enfatizan la
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importancia de una buena organizacion, personal cualificado, instalaciones apropiadas,
equipos y aparatos adecuados en buen estado y cualificados, métodos escritos, actualizadosy
disponibles, y un registro adecuado de los resultados y una posterior supervison y

verificacion de los mismos.

Seguin la metodica de andlisis que se redlice, las validaciones pueden ser:
Prospectivas. para metédicas nuevas.
Retrospectivas. para metddicas muy utilizadas que no han sido validadas, y de las
cuales se posee suficiente informacion para que sean validadas.
Revalidaciones: para metddicas validadas en las cuales se han introducido cambios.

El grado de revalidacion dependeré de la naturaleza e importancia de los cambios.

Existen numerosos textos oficiales que sirven de guia para la validacion de métodos
analiticos *°. Aunque con pequefias diferencias de nomenclatura, todos ellos se basan en el
estudio de los mismos parametros de calidad. En los trabajos recogidos en esta memoria se
ha utilizado como guia para la validacion de los métodos de andlisis la guia de la
International Conference on Harmonisation ® (ICH). Esta gufa fue redactada para la
validacion de métodos cromatogréficos, ya que eran los métodos mas utilizados en control
de calidad. En esta memoria se ha trabagjado basicamente con electroforesis capilar y con
espectrofotometria en e infrarrojo cercano (NIR). Para la validacion de los métodos de
andlisis por electroforesis capilar, debido a ser una técnica de separacion, se han seguido las
indicaciones de las guias ICH. Sin embargo, debido a las especiales caracteristicas de la
técnica NIR y a la falta de normativa especifica para validacion de métodos NIR, para
validar las metddicas NIR desarrolladas en esta memoria se han adaptado las normas ICH a
las caracteristicas de latécnica. En Marzo de 2001, la EMEA ha determinado en un Concept
Paper’ que es necesaria la redaccion de una guia para el correcto uso de la técnica NIR para
su aplicacion en la industria farmacéutica y que la adaptacion de la monografia sobre NIR
recogida en la Farmacopea Europea® no resulta suficiente. Actuamente ya existe una
comision, formada por especiaistas en NIR de todo € mundo y con la cua hemos
colaborado, encargada de redactar unas guias para la validacion de metddicas NIR de

andlisis, tanto cualitativas como cuantitativas.
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1.4.1. Parametros de calidad

Para que un método de andlisis pueda ser validado, es necesaria la determinacion y
evaluacion de una serie de parametros que definen la calidad del método de ensayo.
Dependiendo de la naturaleza y la finalidad del método analitico los parametros a evaluar
son distintos. En la tabla 1.2 se muestran de forma esquematica, los parametros de calidad
gue suelen utilizarse en validaciones y cudles de ellos deben ser evaluados, segun la ICH,
dependiendo del ensayo realizado. Tras la tabla se comenta cada uno de los parametros de
calidad, utilizando para €ello la terminologia usada por ICH. Puesto que se ha utilizado la
espectroscopia NIR, y debido a las caracteristicas de esta técnica, las estrategias para la
validacion son distintas que para las técnicas convencionales. Por ello, ademas de la
definicion ICH de cada pardmetro y cdmo se evallla para los métodos de andisis
convencionales, se explican las caracteristicas especiales de latécnicaNIR y como se evalla
cada pardmetro para un méodo de andlisis desarrollado mediante esta técnica
espectroscopica. En algunos casos se ha seguido el borrador mencionado sobre validacion de
métodos NIR.
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Tabla 1.2. Parametros de calidad a evaluar en la validacion de distintos ensayos analiticos.

Test impurezas
e ., Determinacion
Identificacion de contenido
Cuantitativo Limite
Selectividad R R R R
(2
Precision:
Repetitividad Ya R R A
Precision Ya R(1) R(1) Ya
Intermedia
. R
Exactitud % R Y
Linealidad Ya R R Ya
Intervalo Ya R R 3
Limite de 3
. 7 <7 3 R
deteccion N N 7 (3)
Limite de_z, Y, 3, R Ya
cuantificacion

Ya No evaluado habitualmente

R Evaluado habitualmente

Q) No es necesariasi se evalUalareproducibilidad del método

2 Lafalta de especificidad del método puede ser compensada con otros métodos

3 Puede resultar necesario en algunos casos
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1.4.1.1. Selectividad

La selectividad de un método, también denominada especificidad por algunas guias
de validacion, es la capacidad del método para asegurar que se esta evaluando el analito de
interés en presencia de una matriz con otros componentes. Dependiendo del objetivo del
método, los procedimientos necesarios para evaluar la selectividad son diferentes. ICH
distingue dos categorias en la evaluacion de la selectividad: para tests de identificaciéon y
para métodos cuantitativos.

Identificacion: es la confirmacion de laidentidad del analito en cuestion.
Una correcta identificacion debe ser capaz de discriminar entre €l analito
y compuestos muy parecidos presentes en la matriz. Esto puede
confirmarse obteniendo resultados positivos al comparar con muestras
de referencia de identidad perfectamente conocida o que contengan el
analito, en conjuncién con resultados negativos con muestras que no lo
contienen.

M étodos cuantitativos: éstos incluyen determinacion de contenido y tests
de impurezas. Cuando se pretende validar un método cuantitativo, es
necesario también evaluar su selectividad. Esto implica demostrar que se
discrimina entre el analito a determinar de impurezas y/o excipientes.
Cuando se utilizan métodos cromatogréficos, |a correcta separacion entre
los componentes de la muestra se utiliza para demostrar la selectividad.
Para métodos poco selectivos, como es e caso de métodos
espectrofotométricos, pueden utilizarse otros métodos analiticos para
suplir lafalta de selectividad.

En concreto, en espectroscopia NIR suele determinarse la selectividad mediante la
identificacion del producto en cuestion en una biblioteca construida a partir de muestras cuya
identidad se conoce por otros métodos. Estas bibliotecas contienen los productos a analizar,
junto con otros productos, componentes y placebos de los mismos, |os cuales debe ser capaz

dediferenciar.

1.4.1.2. Linealidad

Demostrar la linealidad de un método implica obtener, en todo e intervalo de
concentraciones estudiado, una respuesta proporcional entre la concentracion del analitoy la
magnitud fisica medida, descrita correctamente por e modelo o ecuacion de calibracion. En

casos de calibraciones univariables, la evaluacion de la linealidad es directa: obtener una

14



relacion lineal entre la concentracion y e parametro medido (absorbancia a una longitud de
onda, area de pico...). Cuando se trabagja con calibraciones multivariables, resulta mas
complicado evaluar lalinealidad.

Adaptando lo propuesto en las guias ICH, para comprobar lalinealidad de un método
multivariable se puede proceder representando los valores obtenidos por € método frente a
valores de referencia perfectamente conocidos. Es recomendable realizar un minimo de
cinco medidas que cubran €l intervalo de concentraciones del método, utilizando muestras
obtenidas por dilucion de soluciones patron (preparadas por pesada) o bien preparando

muestras sintéticas (pesaday mezcla de los componentes de la muestra).

1.4.1.3. Intervalo

Es e intervalo entre los niveles extremos de concentraciones que puede ser
determinado de forma precisa, exactay lineal. Este parametro se deriva generalmente de los
estudios de linealidad, exactitud y precision. Dependiendo del tipo de andlisis que se realice,
el intervalo de concentraciones minimo a cubrir varia. La ICH aconseja cubrir intervalos de
80-120 % para andlisis cuantitativo o bien 70-130 % para tests de uniformidad de contenido.
En espectroscopia NIR el intervalo adecuado dependera de la finalidad del método. Es
posible que se determinen propiedades que cubran intervalos de trabajo muy grandes, o bien
gue en otros casos la magnitud medida varie muy poco. En cada caso se debe evaluar qué
intervalo de trabgjo es e adecuado y comprobar que la evaluaciéon de este intervalo es
posible, ya sea por fata de sensibilidad o bien por dificultad en la preparacion de muestras

gue cubran ese intervalo.

1.4.1.4. Exactitud

La exactitud de un método analitico expresa la proximidad entre los valores
obtenidos por dicho método con los valores reales (obtenidos mediante pesada de un
estandar) o bien con valores obtenidos por un método de referencia adecuado. En algunos
textos, el concepto de exactitud se denomina veracidad, siendo entendida la exactitud como
un concepto superior, dependiente de la veracidad y la precision. Esto se deriva del hecho
gue puede interpretarse que la obtencion de valores exactos, éstos deban ser proximos a
valor rea pero ademas sean determinados de forma precisa

La ICH recomienda realizar un minimo de 9 determinaciones, cubriendo tres niveles
de concentracion (3 niveles x 3 replicados). Para preparados farmacéuticos, puede evaluarse

la exactitud realizando un minimo de 6 determinaciones distintas. Lo habitual esreaizar un
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test de diferencias entre los valores obtenidos y los valores reales que permita evidenciar la
existencia de algun error sistemético en el método de andlisis.

La exactitud en un método NIR se suele evaluar de forma similar a la expuesta para
los demas métodos: con e método NIR se determina el contenido o la magnitud que mida el
método, en muestras cuyo contenido ha sido determinado mediante métodos de referencia
adecuadamente validados. Se suele evaluar un niUmero mayor de muestras que para otros
métodos, que sean procedentes de lotes o partidas distintas, comprobando asi que las
posibles variaciones entre lotes no afectan los resultados proporcionados por e método.
Igual que antes, se realiza un test de diferencias con los valores NIR frente a los valores de

referencia.

1.4.1.5. Precision

Es una medida del error aeatorio asociado a método anadlitico. Expresa la
proximidad de una serie de resultados obtenidos a partir de distintas tomas de muestra de un
producto perfectamente homogéneo.

L os resultados pueden expresarse en términos de desviacion estandar absoluta o bien
relativa (%oCV). El nivel de exigencia de los resultados dependera del tipo de muestra'y del
método utilizado. Segun la ICH, existen tres niveles distintos en la evaluacion de la

precision:

Repetitividad:

Expresa la precision de un método bajo las mismas condiciones de
operacion y en un intervalo de tiempo corto. La manera habitual de proceder
es realizar 9 determinaciones a 3 niveles de concentracién (3 niveles x 3
replicados) o bien un minimo de 6 determinaciones a 100% de la
concentracion nominal. Los métodos habituales de andisis implican
pretratamiento de la muestra, por lo que la repetitividad debe realizarse
incorporando esta etapa. Por contra, los méodos NIR no implican
pretratamiento, por lo que larepetitividad del método evalUa la precision de la
mediday del cllculo del modelo.

Precision intermedia

Expresa € grado de reproducibilidad de una serie de resultados

variando las condiciones operacionales normales. Factores tipicos que se

estudian son: diferentes analistas, dias, |otes de reactivos, temperatura...No es
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necesario e estudio de cada uno de estos factores por separado. Por lo
general, la precision intermedia se expresa mediante un CV global, de
resultados obtenidos variando estos factores. Es recomendable realizar un
disefio experimental para evaluar la influencia de los factores sobre los
resultados. De la misma forma que en la evaluacion de la repetitividad, a no
haber tratamiento de muestra ni uso de reactivos, los Unicos factores que
pueden afectar la calidad de los resultados son los analistas y €l tiempo. Por
ello para la precision intermedia de un método NIR se suele evaluar € factor
dia y e factor andlista, realizando medidas en dias distintos diferentes
analistas.
Reproducibilidad:

Generamente, un estudio de reproducibilidad implica estudios de
colaboraciéon interlaboratorio. Es un estudio de precision intermedia,
ampliando como factor adicional distintos laboratorios. Este parametro es de
obligada consideracién para la estandarizacion del método de andlisis, para
que adopte caracter de método oficia de andlisis en farmacopeas. No
obstante, para realizar un ensayo interlaboratorio de un método NIR, se debe
realizar una transferencia del modelo de calibracion de un instrumento a otro,
lo cual no esta todavia bien establecido. El borrador de validacion de métodos
NIR asume que no es necesario € ensayo interlaboratorio para validar
métodos NIR.

1.4.1.6. Limite de deteccion
El limite de deteccion se define como la cantidad més pequefia de analito que puede
ser detectada en una muestra, aungue no sea posible determinarla exactamente a ese nivel de
concentracion. La determinaciéon de este valor depende de la naturaleza del método de
andlisis. Existen diversas aproximaciones para obtener este valor:
Inspeccion visual en métodos no instrumentales, como cromatografia de
capafinao valoraciones.
Célculos estadisticos basados en la relacion sefial/ruido, aplicables a
métodos con linea base.
Célculos estadisticos basados en la desviacion estandar de la respuesta
obtenida, ya sea de los valores obtenidos o bien de pardmetros de la curva

de calibracion o del blanco.
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Este es un parametro necesario para métodos de andlisis de trazas, y puede ser

necesario para métodos utilizados en tests de uniformidad de contenido y tests de disolucién.

1.4.1.7. Limite de cuantificacion

Es e nivel de concentracion minimo que puede ser determinado de forma exacta y
precisa bago las condiciones operacionales normaes. ES un compromiso entre la
concentracion de analito y la precision y exactitud deseadas. Se suelen utilizar para su
calculo los mismos parametros que en e limite de deteccion, aunque con criterios de
aceptacion ligeramente distintos.

Tanto € limite de deteccion como el de cuantificacion no son parametros habituales
que se determinen en métodos NIR. No obstante en algunos casos puede resultar necesario el
calculo de estos parametros. Esto lleva implicito una dificultad conceptual, puesto que no
esta claro cudl es € modo de proceder para la determinacién de limite de
deteccion/cuantificacion de modelos de calibrado multivariables. En el caso del limite de
cuantificacion parece ser que vendria definido como € nivel més bajo del intervalo que
cubra el modelo de calibracion. No obstante e limite de deteccion resulta mas complejo.

Existen varias propuestas, ninguna de €llas aceptadas todavia como validas por lalUPAC.

1.4.1.8. Robustez

Es la evaluacion de la susceptibilidad del método de andlisis a variaciones de las
condiciones analiticas, como variaciones en reactivos (disolventes, fases moviles, pHs...) y
variaciones instrumentales (temperatura, flujo..). En e caso de determinar que hay
pardmetros que afectan a método de andisis, éstos deberan ser controlados y los
procedimientos del método deberan incluir recomendaciones de como mantenerlos bgo
control estricto.

Algunos textos denominan a la capacidad del método de proporcionar valores exactos
a pesar de pequefias variaciones del procedimiento analitico con € nombre de Inercia. En
estos textos se distingue entre variaciones extrinsecas del procedimiento (reactivos,
operadores, aparatos...) englobandolas bajo e término Solidez, o intrinsecas del
procedimiento (peguefias modificaciones de variables del método) a las que engloba la
Robustez.
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