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GARANTIA DE CALIDAD DE MEDICAMENTOS

UNIDAD TEMATICA 7: VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

LA VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS ES UN REQUISITO DE LAS BUENAS PRACTICAS DE
FABRICACION Y CONTROL

GLOSARIO

Metodos analiticos compendiados: son aquellos métodos publicados en Farmacopeas.
Estos métodos deben ser Verificados segin USP <1226> o validados si fuera requerido
por la autoridad sanitaria donde se pretende aprobar el producto.

Validacion analitica de un método: Es la evaluacion sistematica de un método por
medio de pruebas experimentales para confirmar y proporcionar evidencia objetiva de
que se han cumplido los requisitos especificos para su uso.

Validacion parcial de un_método: Es la demostracion, por medio de algunos
pardmetros de validacion, que el método analitico previamente validado posee las
caracteristicas necesarias para proporcionar resultados con la calidad requerida en las
condiciones de su uso.

Revalidacion de un método analitico: repeticion parcial o total de la validacién de un
método
Analitico para asegurar que aun cumpla con los requisitos establecidos.

Muestra: cantidad representativa del ingrediente farmacéutico, producto intermedio o
terminado, debidamente identificado, antes de la fecha de vencimiento determinada.

Ingrediente farmacéutico: toda sustancia que forma parte de la formulacion de una
forma farmacéutica.

Ingrediente_farmaceutico_activo (API): ingrediente farmacéutico que, cuando se
administra a un paciente, actla como ingrediente activo y puede tener actividad
farmacologica o efecto directo en el diagndéstico, cura, tratamiento o prevencion de una
enfermedad o también afectar la estructura y funcién de cuerpo humano.

Analito: sustancia o grupo de sustancias de interés cuya identificacion o cuantificacion
se pretende.

Matriz: composicion que imita la muestra sin la presencia del analito.

Matriz_compleja: aquella que contiene un numero indefinido de sustancias no
controladas que no pueden ser obtenidas sin la presencia del analito.
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Efecto matriz: efecto de los componentes de la matriz sobre la respuesta analitica.

Impurezas: cualquier componente presente en el ingrediente farmacéutico del producto
terminado que no sea el ingrediente farmacéutico activo ni el o los excipientes.

Impurezas Organicas: es cualquier compuesto organico de estructura quimica diferente
al principio activo que puede generarse durante el proceso de manufactura y/o
almacenamiento del principio activo o del producto terminado. Pueden ser volatiles o no
volatiles, e incluir materiales de partida, subproductos, intermediarios, productos de
degradacidn, reactivos, ligandos y catalizadores. Las impurezas organicas se clasifican
de la siguiente manera:

(a) Impureza ldentificada: Cualquier impureza para la cual la caracterizacién quimica
estructural haya sido realizada.

(b)Producto de Degradacién: producto resultante de un cambio quimico en la molécula
generado durante el almacenamiento, por accion de la luz, temperatura, pH, agua, o por
reaccion con un excipiente y/o con el sistema de envase primario (frasco/tapén).

(c) Potencial Producto de Degradacién: una impureza que, por consideraciones teoricas,
puede aparecer durante o después de la manufactura o almacenamiento del principio
activo/producto terminado. Esto puede o no aparecer en el principio activo o producto
terminado.

(d)Producto de Degradacion No Especificado: Un producto de degradacion que no forma
parte de las especificaciones.

(e) Producto de Degradacién Especificado: Producto de degradacion identificado o sin
identificar, que es seleccionado para incluirse en las especificaciones del principio
activo/producto terminado y es listado individualmente y limitado para garantizar la
seguridad y calidad del principio activo/producto terminado.

(F) Producto de Degradacién No Identificado: Un producto de degradacién el cual es
definido Gnicamente por propiedades analiticas cualitativas, por ej., tiempo de retencion
cromatografico/ tiempo de retencion relativo.

(g)Impureza Téxica: Una impureza que tiene una significativa actividad biologica
indeseable.

Impurezas Inorganicas: Cualquier compuesto que pueden derivar de los procesos de
manufactura. Normalmente son conocidos e identificados y pueden incluir: reactivos,
ligandos, catalizadores, metales pesados, sales inorganicas, otros materiales (ej., material
de filtros).

Solventes Residuales: Liquidos organicos usados o producidos durante el proceso de
manufactura. Estos generalmente son de toxicidad conocida y se clasifican de la
siguiente manera:

(a)Solventes Clase 1: conocidos como carcinogénicos para el hombre, fuertemente
sospechados como carcinogenicos para el hombre, y peligrosos para el ambiente.
(b)Solventes Clase 2: son carcindgenos no mutagénicos en animales o posibles causantes
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de otras toxicidades irreversibles tales como neurotoxicidad o teratogenicidad. También
se incluyen en esta clase solventes de los cuales se sospecha que generan otras
toxicidades significativas pero reversibles.

(c) Solventes Clase 3: Esta clase no incluye solventes conocidos como peligrosos para la
salud humana a niveles normalmente aceptados en productos farmacéuticos. Sin
embargo, no existen estudios de toxicidad o carcinogenecidad a largo plazo para muchos
de los solventes de clase 3.

Exactitud: es la proximidad entre los resultados, obtenidos por el método analitico y el
valor real. Representa el grado en que un método analitico se ajusta al valor verdadero
para todo propdsito practico. La exactitud expresa el grado de acuerdo entre el valor
aceptado como verdadero o un valor aceptado como referencia y el valor encontrado
(obtenido por el método analitico).

Precision: es el grado de cercania (o grado de dispersion) entre una serie de resultados
individuales obtenidos cuando el procedimiento se aplica repetidamente a un muestreo
multiple de una muestra homogénea bajo las condiciones exactas requeridas para el
desempefio del método. Precision puede ser considerada en 3 niveles: Repetibilidad,
Precision intermedia y Reproducibilidad.

Especificidad: es la capacidad del método de medir exacta y especificamente el analito
en presencia de sustancias que podrian estar presentes y que podrian interferir con la
medicion.

Pureza _cromatografica: ausencia de interferencia con la sefial cromatogréfica del
analito.

Pureza de pico: homogeneidad espectral de un pico cromatografico que indica su pureza
cromatografica, y los criterios para definir si hay homogeneidad espectral y los
parametros

adoptados para el célculo de la pureza estan definidos como predeterminados en el
software utilizado o mediante evaluacion técnica cientificamente fundamentada.

Rango: es el intervalo entre el nivel superior e inferior de concentraciones (o cantidades)
de un analito en el cual el método puede ser aplicado, debido a que se ha demostrado
que el analito se puede determinar con un grado adecuado de precision, exactitud y
linealidad.

Linealidad: es la capacidad de un método para producir resultados que son
directamente, o mediante una transformacion matematica bien definida, proporcionales
a la concentracion (o cantidad) del analito en la muestras dentro de un rango
determinado.

Factor de respuesta: relacion entre la sefial analitica y la concentracion del analito.

Factor de respuesta relativo: relacion entre los factores de respuesta que se utiliza
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como correccion en el calculo de la concentracién de una sustancia cuando esa sustancia
es medida por la respuesta analitica de otra sustancia.

Limite de Deteccion (LOD): es la menor concentracion de analito en una muestra que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, utilizando el procedimiento
experimental especificado. Este pardmetro es especialmente 1til en los “test limites” para
detectar si la concentracion del analito esta por encima o por debajo de un cierto limite.
El limite de deteccidn es usualmente expresado como concentracién del analito (%p/p,
ppm, ppb) en la muestra.

Limite de Cuantificacion (L OQ): es la menor concentracion de analito en una muestra
que puede ser cuantitativamente determinada con precision y exactitud aceptables,
utilizando el procedimiento experimental especificado. Este parametro es util en
métodos cuantitativos de compuestos que se encuentran en pequefia concentracion en la
muestra, tales como impurezas en drogas a granel y productos de degradacion.

Robustez: es una medida de la capacidad de un meétodo analitico de permanecer
inalterado frente a variaciones pequefias realizadas deliberadamente en los parametros
del procedimiento los cuales son listados en la documentacion del procedimiento y
proveen una indicacion de su adecuabilidad durante el uso normal. La Robustez pude ser
determinada durante el desarrollo de un método analitico.

Parametro_de Método Analitico: cualquier factor/parametro que forme parte del
método y que puede variar o que puede ser especificado a un Unico nivel controlable.
Por ejemplo, parametros evaluados durante estudios de robustez (flujo, temperatura,
etc.).

Parametro Critico_del Método Analitico (PCMA): es un parametro del método
analitico cuya variabilidad presenta un alto riesgo de producir fallas en el método. Estos
parametros deben ser identificados y controlados.

System Suitability del Método: Conjunto de parametros del método que deben ser
controlados para asegurar que un método funciona adecuadamente. Algunos de estos
parametros son: resolucién, factor de asimetria, tiempo de retencién, especificidad
(ausencia de interferencias), precision (RSD%), sensibilidad (relacion Sefial/Ruido). Los
parametros de System suitability generalmente son seleccionados durante el desarrollo
del método y son evaluados en los estudios de robustez. Si durante la validacion se
detecta la necesidad de incorporar nuevos parametros criticos, estos deben ser detallados
en la técnica analitica.

Estrategia de Control: Estrategia utilizada para asegurar que las variables criticas o de
alto riesgo de los métodos (factores criticos del método analitico) pueden ser
adecuadamente controladas.
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VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

Alcance de la validacion de métodos analiticos:

Clasificacion de los métodos: En la Tabla 1 se presenta la clasificacion de los métodos
analiticos, segun su complejidad y al grado de validacion sugerida por este procedimiento.
Esta tabla es aplicable a métodos desarrollados en planta tanto para materias primas
(principios activos y excipientes) como para productos.

Tabla N° 1: Grado de validacion sugerida segiin complejidad de la metodologia analitica.

Meétodos que no requieren
validacion

Meétodos que requieren
validacion parcial®

Meétodos que requieren
validacion completa?

Pérdida de peso por secado
Residuo de ignicion
Determinacion de pH

indice de refraccion

Punto de fusion

Pasaje por aguja, Tiempo de
reconstitucién

Claridad y grado de
opalescencia

Grado de coloracion
Inspeccion visual

Volumen extraible

Analisis elemental
Microscopia

Reacciones de identificacion

Viscosidad

Distribucion de Tamario
de Particulas (DTP)
TLC

Rotacion oOptica.
Espectroscopia
cualitativa
(identificacion): UV / IR

Métodos
cromatograficos:
(HPLC, GC)

Test de Disolucion
Titulaciones

Métodos
espectroscopicos
cuantitativos:
(UVIVIS, NMR, MS)

Pardmetros Sugeridos: En general se valida especificidad (si aplica) y Precision. Para el caso de
identificaciones por UV o IR solo Especificidad. Linealidad es sugerido para titulos de principio activo. Otros
parametros pueden ser requeridos, dependiendo de cada método en particular.

Parametros Sugeridos: Se validan los pardmetros descriptos en Tabla 4 (siempre que apliquen al método a
validar).

Requerimientos de Validacion segun categoria de método analitico:

En este punto se describen los requerimientos de validacion de métodos analiticos segun las
fuentes bibliograficas disponibles: USP <1225> (punto 8.1.2.1) e ICH Q2 (R1) (punto
8.1.2.2).

Segun USP <1225>: Los métodos analiticos se clasifican en 4 categorias:
Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion del componente mayoritario
de drogas a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en productos
terminados farmaceuticos.
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Categoria Il: Procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas o0 compuestos
de degradacion en drogas a granel o en productos terminados farmacéuticos. Estos
procedimientos incluyen ensayos cuantitativos y test limite.

Categoria 1ll: Procedimientos analiticos para la determinacion de caracteristicas de
performance (Por ejemplo: disolucién, liberacion de drogas, etc).

Categoria IV: Ensayos de Identificacion.

En la Tabla 2 se muestran los parametros de validacion requeridos por USP <1225>, segln
la categoria de método a validar:

Tabla N° 2: Pardmetros de Validacion requeridos por USP <1225>.

Parametro Categoria e Categoria | Categoria
Analitico | L. Test 11 AV
Cuantitativo L,
Limite

Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccion No No Si * No
leltg_de ., No Si No * No
cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Rango Si Si * * No

* Puede ser requerido dependiendo del ensayo especifico.
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Sequn ICH Q2(R1): Los metodos se clasifican segun se indica en la Tabla 3.Tabla N° 3:
Pardmetros de Validacion requeridos por ICH-Q2(R1)

Tvpe of analytical |[IDENTIFICATION TESTING FOR ASIAY

procedure IMPURITIES X R
- dissolution

(measurement only)

- content/potency

characteristics guantitat. limit
Acecuracy - + - -+
Precision
Repeatability - -+ - +
Interm.Precision - =+ (1) - =+ (1)
Specificity (2) -+ + * -
Detection Limit - - (3) -
Quantitation Limit - -+
Linearity + -+

Range - -+ - +

- zignifies that this characteristic is not normally evaluated
+ signifies that this characteristic is normally evaluated

(1) in cases where reproducibility (see glossary) has been performed, intermediate
precision i= not needed

(2) lack of specificity of one analytical procedure could be compensated by other
supporting analsytical procedure(s)

(3) may be needed in some cases

Requerimientos de validacién de métodos analiticos en un procedimiento operativo estandar
Requerimientos para validacién de métodos nuevos, desarrollados “In House™”:

En la Tabla 4 se detallan los pardmetros a validar segun la categoria del método analitico:
Tabla N° 4: Requerimientos para validaciones de métodos

Categoria Il

Parametrode | Categorial | (Impureza/analito) Categoria

i Categoria IV

Punto

Validacion (Valoracion) |[Cuantitativo| Limite (Disolucion) (Identificacion)

Adecuabilidad del

1 | sistema (system (a) (a) (@) (a) (@)
suitability)

2 | Linealidad Si Si - Si -
Precision:

3 | pepetibilidad si si : si :
recision . X .

. Si Si - Si -

Intermedia

4 | Exactitud Si Si - Si -
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Limite de .
5 cuantificacion ) Si ) ) }
6 Limite de deteccién - Si Si - -
7 | Rango Si Si - Si -
8 EspeC|f|C|d_ad— si S; S Si i
Interferencia
Estudio de sesgo de
9 | itro (b) (b) (b) (b) -
Estabilidad de la . . )
10 solucion Si Si (©) Si -
Especificidad-
Estudio de . .
111 degradacion Si(d) Si(d) - - -
forzada
12 | Robustez Si Si (e) Si -

(a) Es aplicable si el método contiene un criterio de adecuabilidad del sistema (system suitability).

(b) Es aplicable si el filtro es usado en la preparacion de muestra.

(c) Usar soluciones preparadas recientemente o llevar a cabo el estudio de la estabilidad de las soluciones.
(d) Estudio de degradacion forzada son requeridos para métodos de HPLC utilizados como indicadores de
estabilidad y no son requerido para métodos de solventes residuales por GC.

(e) Puede ser necesario en algunos casos.

Revalidacion de métodos analiticos:

Motivos de revalidacion parcial o total de métodos analiticos:

Cambio en alguno de los pardmetros del método analitico que no esté contemplado en la
robustez del método (se debe evaluar el impacto del cambio en cada caso).

Cambio en las especificaciones (cuando la nueva especificacion se encuentre fuera del
rango validado).

Cambio significativo del equipamiento utilizado para validar el método.

Modificacion de alguna de las etapas de sintesis quimica o purificacion (principio activo o
excipiente).

Cambio de proveedor o sintesis de alguno de los componentes del producto (excipientes,
principios activos) o cambio de alguna de las etapas de elaboracion del producto. En este
caso se debe evaluar el impacto del cambio y establecer los parametros a revalidar.
Cambio en la estrategia de validacion o requerimiento de actualizacion solicitado por
entidades regulatorias, para el cumplimiento de normativas especificas.

Alcance de la revalidacion de métodos analiticos:
En cada caso, se deberé evaluar el impacto del cambio sobre la metodologia.
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Por ejemplo:
Cambio de pardmetro del método: (marca de columna, flujo, composicion de fase movil,

system suitability adicional, etc.): generalmente, se debe revalidar la robustez del método.
Cambio en la preparacién de la muestra: Dependiendo del cambio puede ser requerido
revalidar la especificidad del método y la estabilidad de las soluciones (por ejemplo por
cambio del disolvente de muestra) o la exactitud, linealidad, precision, estabilidad de
soluciones y robustez (por cambio de la concentracion de analisis).

Cambio en una etapa de la sintesis del API o cambio de proveedor de API: En métodos de
pureza o solventes residuales se debe evaluar el impacto del cambio sobre el perfil
cromatografico comparando el perfil anterior y posterior al cambio. Si se cambia el
proveedor de API, se debe evaluar si las impurezas propias del nuevo proveedor pueden ser
evaluadas con el método validado o si requieren del desarrollo y validacion de un nuevo
método. Se debe evaluar también los métodos utilizado para la determinacion de compuestos
no relacionados. El impacto del cambio debe ser evaluado en AP y en el producto.
Cambios de formulacion: Dependiendo del cambio se determinan los parametros que se
deben revalidar. Por ejemplo, si cambia la identidad, calidad o el proveedor de una materia
prima o si se agrega un componente de la formula del producto, como minimo se debe
validar especificidad del método frente a ese componente, incluyendo degradaciones
forzadas para métodos utilizados como indicadores de estabilidad.

Cambio de especificaciones: si las nuevas especificaciones estan fuera del rango validado,
como minimo se debe revalidar linealidad y exactitud en el nuevo rango.

Cambio del equipamiento: la extension de la revalidacion depende del grado de similitud
entre los equipos. Cuando el equipo nuevo no permite ajustar los pardmetros descriptos en
el método validado, el método debe ser ajustado al nuevo equipamiento y revalidado
teniendo en cuenta los pardmetros descriptos en la Tabla 4. Si los equipamientos son
similares y operan con los mismos principios de funcionamiento, se puede realizar un ensayo
de precision para demostrar que los resultado obtenidos por ambos equipos son comparables.
Cambios que no requieren revalidacion: todas aquellas modificaciones del sistema
cromatografico cuyo impacto fue evaluado durante la validacion del método (espacio de
disefio del método analitico).

Requerimientos de co-validacion (transferencia de métodos analiticos entre areas):
Durante las validaciones de métodos analiticos, puede realizarse co-validacion entre el area
de desarrollo analitico y control de calidad . En estos casos, se valida la precision
intermedia del método utilizando insumos, equipos y analistas de ambas areas y se
comparan los resultados. Se determina el cumplimento de los criterios de adecuabilidad del
sistema (system suitability) durante el ensayo de precision intermedia. En algunos casos
puede ser necesario realizar la determinacion de LOQ/LOD en el area receptora (por
ejemplo en métodos de pureza, si cambia el tipo de detector UV/PDA).
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Si los resultados obtenidos cumplen los criterios de aceptacion establecidos, el area
receptora (control de calidad) se considera adecuada para realizar la determinacién
descripta en el método validado en el area de desarrollo analitico.

Requerimientos minimos de validacion de métodos

El método puede ser utilizado para andlisis inicial de muestras de estabilidad y/o
liberaciones de lotes si los puntos 1-10 (tabla 4) cumplen el criterio de aceptacién y el
reporte de validacion fue aprobado.

El método puede ser utilizado para analisis de muestras de estabilidad si los puntos 1-11
(tabla 4) cumplen los criterios de aceptacion y el reporte de validacion fue aprobado.

El método puede ser utilizado bajo condiciones robustas especificadas, si los puntos 1-12
(tabla 4) cumplen el criterio de aceptacion y el reporte de validacion fue aprobado.

REQUERIMIENTOS DE VERIFICACION DE METODOS COMPENDIADOS:
Los requerimientos de verificacion de métodos compendiados se establecen en funcion de
la complejidad del método y del material a ser analizado. El grado y el alcance del proceso
de verificacion dependen de la complejidad del método, del nivel de entrenamiento del
analista en el tipo de procedimiento y de la experiencia que este tenga en el manejo del
equipo o instrumento asociado al método.

La verificacién de métodos no es necesaria para los ensayos basicos (por ejemplo: metales
pesados, residuo de ignicion, pérdida de peso por secado, pH) realizados rutinariamente en
el laboratorio. Los ensayos de KF serén verificados mediante analisis de la precision del
método, siempre y cuando no exista un motivo por el cual el procedimiento compendiado
no sea adecuado para analizar el material.

En los métodos que requieran de preparacion de soluciones estandar y muestra, se
recomienda demostrar la estabilidad y las condiciones de almacenamiento de las mismas
durante la ejecucién de la verificacion.

En la Tabla 5 se presentan los pardmetros minimos sugeridos para la verificacion de los
métodos de analisis, segun la categoria (USP) del método. Otros parametros podran ser
verificados si se considera necesario para un método particular.
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Tabla N° 5: Parametros minimos sugeridos para verificacion de métodos compendiados.

) Categoria Il ;
Metodologia Categoria Categoria 11 CEUETIAE
' o Test v
Cuantitativo _
Limite
HPLCy GC P,E*, L | P,E* LOQ E, LOD - E
Metodos P, L P,LOQ | E LOD - E
espectroscopicos
Titulaciones P, L P -- - -
TLC
(cuantitativo) N E,LOQ E,LOD ” E
P= Precision; E= Especificidad; L= linealidad; LOD= Limite de deteccién, LOQ=limite de
cuantificacién

* Estudios de degradacion forzada son requeridos en métodos HPLC indicadores de estabilidad.

PARAMETROS DE VALIDACION Y CRITERIOS DE ACEPTACION
SUGERIDOS

Especificidad
Andlisis de Interferencias

El objetivo del anélisis de interferencias es asegurar que ningin compuesto potencialmente
presente en la muestra, interfiere significativamente con la cuantificacion del analito.

1. Enel caso de analisis cualitativos, como ser Identificaciones UV/IR, se debe demostrar
la habilidad de seleccion entre componentes con estructura similar. Para esto, deberian
ser confirmados resultados positivos, quizas por comparacion con un material de
referencia conocido, obtenidos a partir del analisis de muestras conteniendo el analito.
Junto a éstas, se deberian analizar muestras que no contienen el analito obteniéndose asi
resultados negativos y confirmando que la respuesta positiva no se obtiene por
materiales de similar estructura o estrechamente relacionados al analito.
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2. Para métodos cuantitativos y test limite, la selectividad se demostrara verificando que
la respuesta analitica se debe exclusivamente al analito en presencia del diluyente,
matriz, impurezas o productos de degradacion.

En el caso de procedimientos para la determinacion de impurezas, la especificidad puede
ser establecida por fortificacion del activo o el producto con niveles apropiados de dichas
impurezas; demostrando que éstas son determinadas con precisién y exactitud
adecuadas.

En el caso de métodos analiticos para determinar el contenido de una sustancia (assay),
la especificidad requiere la demostracion de que el procedimiento no es afectado por la
presencia de impurezas o excipientes. En la préctica, esto puede hacerse mediante la
fortificacion del activo o el producto con niveles apropiados de dichas impurezas o
excipientes; demostrando que el resultado de assay no es afectado por la presencia de
estos materiales extrafios.

Generalmente, la especificidad es demostrada realizando las siguientes inyecciones/
mediciones. Otras soluciones pueden ser analizadas si se considera necesario.
Disolvente de muestra.

Solucioén conteniendo las principales impurezas/solventes del producto.

Solucion estandar.

Solucién muestra.

Solucidn estandar de impurezas/solventes (si estan disponibles).

Solucién muestra fortificada con impurezas/solventes a la concentracion del limite de
la especificacion (si estan disponibles).

Solucioén Matriz (conteniendo los excipientes en las proporciones del producto).
Soluciones de Excipientes por separado (cuando la matriz presenta picos se analiza cada
componente por separado para identificar a que excipiente corresponde cada sefial).

Degradaciones Forzadas
Las validaciones o verificaciones de los métodos a ser utilizados como indicativos de
estabilidad deben incluir ensayos de degradaciones forzadas. Los ensayos de
degradaciones forzadas deben incluir, como minimo, lo siguiente:
Analisis de la muestra sin degradar.
Andlisis de la muestra sometida a condiciones de degradacion (termolisis, hidrolisis
acida y alcalina, oxidacion y fotolisis).
Anélisis del placebo de formulacion sometido a las mismas condiciones de degradacion
que la muestra (para degradacién de productos).
Analisis del blanco de reaccion conteniendo el disolvente y los reactivos (para
degradacion de principios activos).

Niveles de degradacion:
Las condiciones de degradacion deben ser ajustadas de manera de obtener niveles de
degradacion idealmente comprendidos entre 5% y 20%. Cuando las drogas o productos




UCSF

Universidad Catdlica
de Santa Fe

sean altamente estables, se debe lograr, como minimo el 5% de degradacién en al menos
una de las condiciones seleccionadas, o se debe realizar una justificacion cientifica basada

en bibliografia y/o a partir de los resultados obtenidos en el laboratorio.

Si se obtienen degradaciones mayores al 25%, se deben probar condiciones menos drasticas
para evitar evaluar degradaciones secundarias. En estos casos es recomendable realizar

ensayos, tomando muestras a diferentes tiempos de reaccion.

Condiciones de degradacion sugeridas

En la Tabla 6 se muestran las condiciones sugeridas para realizar las degradaciones
forzadas. La modificacion de las condiciones experimentales sugeridas podrian no implicae
un desvio al POE de validacion de métodos analiticos (Aunque debe estar contemplada esta

situacion en dicho procedimiento).

Tabla N° 6: Condiciones de degradacion forzada sugeridas®

Acido 0,1 N HCl a 40 °C por alrededor de 1 dia, seguido por neutralizacion
con dilucién 0,1 N NaOH.

Base 0,1 N NaOH a 40° C por alrededor de 1 dia, seguido por neutralizacion
con 0,1 N HCI.

Calor 60-80 °C por 1-2 dia(s).

Oxidacion | 3% H202 por varias horas.
Fotslisis | YV+ 200-400 W-h/m? (un ciclo).

Luz fria fluorescente blanca: 1,2-2,4 millones Lux hora.

! Cuando sea necesario se debe neutralizar el medio de reaccién antes de inyectar la muestra para evitar dafiar

las columnas y/o equipos.

Condiciones de Oxidacion

En el caso de la oxidacion es posible emplear varias estrategias, las cuales deben ser
seleccionadas segun criterio cientifico y de acuerdo con las caracteristicas del analito.
Generalmente el primer oxidante que se utiliza es peroxido de hidrogeno, pero si no se
obtienen resultados adecuados se pueden buscar otras condiciones de oxidacion. Otras

condiciones experimentales de oxidacion son mostradas en la Tabla 7:
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Tabla N° 7: Condiciones Tipicas de Oxidacion

Oxidacion mediante perdxido de hidrégeno (H202)
Condiciones experimentales tipicas:
Para muestras solubles en agua
1%-3% de H.O> por varias horas. Tomar muestras a intervalos regulares.
Temperatura: ambiente
Solvente: agua
Duracion méxima: 5 dias
Para muestras insolubles 0 poco solubles en agua
1%-3% de H2O> por varias horas. Tomar muestras a intervalos regulares.
Temperatura: ambiente
Solvente: agua:Acetonitrilo (co-solvente) 1:1v/v%
Suspensiones
Duracion maxima: 5 dias

Metales pesados
Condiciones experimentales tipicas:
Fenton (sales de Fe?*/Fe** H,0y)
Sales empleadas: FeSO4 0 FeCl, oFeCl3
Concentracién de metal: 1-5 mM
Relacion sal: H202: 1:5-10
Duracion maxima: 1 dia.
Radicales iniciadores de cadena (AIBN y ACVA)
Condiciones experimentales tipicas:
AIBN o0 ACVA
Concentracion de iniciador: 5-20% de la concentracion de API
Solvente: Acetonitrilo/agua
Temperatura: ambiente a 60°C
Duracion méaxima: 14 dias

Anaélisis de pureza espectral
El andlisis de la pureza espectral de los picos cromatogréaficos (utilizando detectores PDA),
puede ser (til para demostrar ausencia o presencia de co-elusion entre las impurezas y el
principio activo. Para demostrar pureza espectral (homogeneidad espectral) de un pico
cromatografico, se requiere que el valor de Purity Threshold sea mayor al valor de Purity
Angle.

Limitaciones del anélisis de pureza espectral
Si el principio activo tiene un espectro UV igual o similar al espectro de las impurezas, el
método no es adecuado para determinar homogeneidad espectral.
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Si la impureza se encuentra en pequefias concentraciones el método puede no ser adecuado
para determinar pureza espectral.

Siempre que se requiera obtener resultados de pureza espectral, es importante verificar que
la absorbancia de los picos en el Max Plot sea menor a 1,0 UA (unidades de absorbancia).

Reporte de especificidad El informe de validacion debe incluir:

Cromatogramas representativos: reportar los cromatogramas de los ensayos de interferencia
y degradaciones forzadas (si aplica); en una escala adecuada para observar las principales
impurezas. La escala debe ser seleccionada en funcion de los niveles de degradacion
observados y, siempre que sea posible, todas las muestras deben ser reportadas en la misma
escala. Si es necesario puede incluirse una ampliacion de algunas zonas especificas del
cromatograma, para facilitar la visualizacion de los picos. Los cromatogramas deben ser
perfectamente legibles y nitidos como para poder ser escaneados en el caso de ser necesario.
Tabla de resultados: Reportar en forma tabular los porcentajes de degradacion alcanzados
y los porcentajes de las principales impurezas de degradacion, estableciendo el TR y/o TRR.
Los valores de purity angle y purity threshold para el pico mayoritario pueden ser
informados (si corresponde).

Criterios de aceptacién sugeridos para especificidad sequn tipo de método:

Métodos Cromatogréficos (HPLC/GC): no se deben observar picos (provenientes de los
excipientes o del disolvente de muestra) al tiempo de retencién de los analitos (Api y/o
impurezas). El tiempo de retencion del pico principal en la solucion de referencia y el pico
principal en la solucion de muestra se corresponden (se recomienda una ventana de £5%).
El método cromatogréafico debe lograr la separacion de las impurezas del pico principal, no
obstante en los casos donde esto es técnicamente imposible y las impurezas estan
disponibles, la relevancia de la interferencia deberia ser demostrada fortificando producto
con las impurezas en la concentracion limite y comparando los cromatogramas de las
muestras fortificadas y no fortificadas. El titulo de la muestra fortificada debe estar dentro
de 1% respecto de la muestra no fortificada.

Métodos de UV: La solucion de muestra exhibe los mismos maximos y/o curva espectral
que la solucion de referencia. Los excipientes y el disolvente de muestra no presentan
méaximos de absorcion que interfieran con el analito.

Métodos de IR: Identificar los picos en el espectro de la sustancia de referencia. No se
observa interferencia de los excipientes o de compuestos estructuralmente relacionados en
la muestra para los picos identificados en el espectro de la sustancia de referencia.

Cromatografia en placa delgada (TLC): No se observa interferencia de las manchas
correspondientes a los excipientes y a los compuestos estructuralmente relacionados al Rf
correspondiente al API. La muestra exhibe una banda correspondiente a la posicion de la
principal banda obtenida con la solucion de referencia.
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Métodos de Rotacion Optica: El valor de rotacion 6ptica obtenido a partir de la solucion de
muestra de compuestos Opticamente activos es similar al valor de rotacion optica de la
solucion de referencia.

Exactitud

Seré evaluada realizando un minimo de 9 determinaciones sobre un minimo de 3 niveles de
concentracion, cubriendo el rango especificado (por ej. 3 concentraciones y 3 réplicas de
cada concentracion para el procedimiento analitico completo; idealmente, a la
concentracion mas baja representada por el LOQ, media (100%) y maés alta del rango
evaluado).

Para la determinacion de exactitud debe usarse la propuesta mas conveniente, de acuerdo
al método analitico en estudio:

Valoracion API:

Aplicando el método propuesto usando una sustancia con pureza conocida (estandar de
referencia) o comparando los resultados obtenidos con aquellos provenientes de un segundo
método validado cuya exactitud ha sido establecida.

Valoracion Producto terminado:

Aplicando el método analitico propuesto sobre mezclas sintéticas de excipientes
fortificadas con cantidades conocidas del analito en niveles por encima y por debajo de la
concentracion nominal (target). La exactitud se informa como porcentaje de analito
recuperado.

Si para el ensayo no hay disponibles muestras con todos los componentes de la formulacién,
el analisis se puede llevar a cabo mediante el método de adicién estandar, en el cudl
cantidades de éste son agregados a la solucion de producto final o comparar los resultados
obtenidos con aquellos de un segundo método validado.

Cuantificacion de Impurezas:

Aplicando el método de adicion estandar en el cual cantidades conocidas de impurezas o
productos de degradacion son agregados a la muestra (API o producto terminado).

Si para el ensayo no hay disponibles muestras de producto con ciertas cantidades de
impurezas o productos de degradacion, el andlisis se puede llevar a cabo mediante la
comparacion de los resultados obtenidos con aquellos de un segundo método validado;
usando el factor de respuesta relativo al API.

Para impurezas desconocidas, la exactitud se puede evaluar mediante la comparacion de la
respuesta de estandar de API o de una impureza conocida, de acuerdo al método propuesto,
dentro de un rango que incluya el rango de trabajo del método, considerando proveer el
mismo factor de respuesta.

La Exactitud es calculada mediante la relacion del porcentaje de recuperacion de un analito,
de concentracion conocida, afiadido a la muestra o mediante la relacion entre la
concentracion determinada experimentalmente, y la concentracion tedrica correspondiente
(valor verdadero aceptado); mediante las siguientes formulas:
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.. Concentracion Experimental
— Recuperacion: — — x 100 %
Concentracion TeoOrica

0

CA (muestra fortificada) — CA (muestra)
CTA

— Recuperacion: x 100 %

Donde:
- CA es la concentracion experimental del analito y CTA es la concentraciéon teorica

de analito afiadido.

Los rangos Y criterios de aceptacion sugeridos para cada tipo de método analitico se
detallan en el ANEXO I.
Precision
La precision de un método analitico se determina analizando un determinado nimero de
muestras obtenidas a partil de un material homogéneo. Cada muestra debe ser sometida al
procedimiento analitico completo, desde la preparacion de la muestra hasta el resultado
final.
La precision se expresa, generalmente, en términos de desviacion estandar (S) o la
desviacion estandar relativa (RSD%), calculadas segun las siguientes ecuaciones:

y
2 X RsDY,: > X100

Donde,
n: nimero de medidas.

Xi: Valor medido.

X : Valor promedio.

Siempre que sea posible, la precision debe ser determinada usando muestras reales
homogéneas. Si no es posible obtener muestras reales, la precision puede ser
determinada usando muestras sintéticas preparadas en el laboratorio.

Niveles de Precision
La precision puede ser considerada en 3 niveles:

Repetibilidad (intra-ensayo), Precision intermedia (dentro del laboratorio) y/o
Reproducibilidad (entre laboratorios).
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Repetibilidad: Los resultados deben ser obtenidos en las mismas condiciones operativas,
con el mismo operario e instrumento.

La Repetibilidad debe ser establecida sobre una muestra homogénea mediante alguna de las
siguientes estrategias:

Analisis de 6 preparaciones individuales al 100% de la concentracion de analisis.

Anadlisis de al menos 9 preparaciones individuales cubriendo el rango especificado por el
procedimiento (por ej, 3 niveles de concentracion con 3 réplicas cada uno).

Precision intermedia: El estudio de precision intermedia evalGa las variaciones obtenidas
dentro de un mismo laboratorio y puede ser realizada dentro de una misma area (desarrollo
analitico) o en dos areas diferentes (co-validacion entre desarrollo analitico y control de
calidad ). La precision intermedia involucra la realizacién del analisis de las muestras
siguiendo el mismo procedimiento utilizado en el ensayo de Repetibilidad (por ej.: andlisis
de 6 muestras al 100%) pero realizado por diferentes analistas, equipos y columnas (siempre
que sea posible).

Ademas, siempre que sea posible, la precision intermedia y la repetibilidad deben ser
realizados en diferentes fechas y el lapso entre ellos va a depender de la sustancia con la
que se esta trabajando, es decir, que para definirlo se debe contemplar las caracteristicas
fisicoquimicas de dicha sustancia como también la determinacion a realizar. Por ejemplo,
en el caso de que la sustancia sea altamente higroscopica y se deba determinar su humedad,
se recomienda realizar ambos ensayos el mismo dia.

En el caso que analistas de control de calidad realicen algn ensayo de validacion (Precision
Intermedia), dicho analista debe tener experiencia previa en el manejo del instrumental
involucrado y debe estar entrenado en el presente procedimiento. Si los resultados obtenidos
entre ambas areas (control de calidad y desarrollo analitico) cumplen los criterios de
aceptacion, el método puede ser considerado transferido al area de control de calidad.

Los criterios de aceptacion sugeridos para cada tipo de método analitico se detallan en el
ANEXO I.

Reproducibilidad: La reproducibilidad es la repeticion de la precision intermedia o de la
Repetibilidad por un segundo laboratorio independiente. La Reproducibilidad puede ser
usada para estudios de precision inter laboratorio para asegurar que un segundo laboratorio
tenga la capacidad de realizar exactamente el mismo método. Los criterios de aceptacién
deberén ser definidos y justificados de acuerdo al proposito del metodo, variabilidad
intrinseca del método, concentracion de trabajo y del analito en la muestra.
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Linealidad

Para la evaluacion de la linealidad se deben preparar y analizar al menos 5 soluciones de
estandar de referencia (principio activo o impurezas) a diferentes niveles de concentracion,
distribuidos en el rango de medicion del método. El rango de medicion del método es
establecido en funcion del tipo de procedimiento (titulo, pureza, disolucion). Los rangos
minimos se detallan dentro del parametro “Rango” (punto 8.4.5). Los rangos y los criterios
de aceptacion sugeridos segun tipo de método analitico se detallan en el ANEXO I.

En algunos casos, para obtener la proporcionalidad entre el resultado del analisis y la
concentracion de la muestra, los datos de la prueba pueden tener que someterse a una
transformacion matematica antes del analisis de regresion.

Anélisis de datos de Linealidad

El tratamiento de los datos de linealidad es normalmente realizado mediante el célculo de
la recta de regresion, por el método de cuadrados minimos. Se debe graficar la respuesta
del equipo vs concentracién utilizando el software Empower (para HPLC) u otro software
adecuado para el manejo de datos. El analisis de regresion debe realizarse sin forzar la linea
de regresion a pasar por el origen.

Se debe calcular la pendiente de la linea de regresion y la ordenada al origen. El valor de la
ordenada al origen no debe ser significativamente distinto de cero. Para evaluar este punto
se debe calcular el % de interseccion con el eje Y utilizando la siguiente ecuacion:

Valor deinterseccion coneje Y

% interseccion = x100
Valor de Y al 100%
Donde:
- Valor de interseccion con el eje Y: valor de la ordenada al origen de la recta de
regresion.

- Valor Y al 100%: Respuesta obtenida a la concentracion nominal (target) de la muestra.

Reporte de Linealidad
En el reporte de validacion, se debe incluir el grafico de linealidad. Se debe informar al
menos la ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion (r), la ordenada al origen (b), la
pendiente (m), la suma del cuadrado de los residuales y el % de interseccion con el eje Y.
La ecuacion de la recta (y = m.x + b) y el coeficiente de correlacion (r) pueden ser
informados en el mismo grafico.

Factor de Respuesta Relativo (FRR)
El FRR se debe determinar en métodos de pureza, para cada impureza a cuantificar (siempre
gue se encuentre disponible). Para determinar el FRR se deben analizar al menos 5 niveles
de concentracion de cada compuesto relacionado y del principio activo en el rango de
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medicion del método, debiéndose obtener como minimo un coeficiente de correlacién (r)
no menor a 0,99 en cada una de las curvas.

Se debe graficar la respuesta instrumental (area del pico) vs la concentracion y calcular el
valor de la pendiente de la recta de ajuste.

El FRR se define como la relacion de las pendientes entre una impureza determinada y el
principio activo, segln la siguiente ecuacion:

Pendiente del principio activo y
Pendiente de la impureza

FRR= 100

Donde:
- Pendiente del principio activo: Pendiente del principio activo.
- Pendiente de la impureza: Pendiente de cada uno de los compuestos relacionados.

Los valores de FRR que se encuentran entre 0,8 y 1,2 generalmente son considerados como
1,0. Si durante la validacion del método se detecta la necesidad de utilizar el valor exacto
de FRR (aun cuando se encuentre entre 0,8 y 1,2) los valores de FRR deben ser incorporados
en el método vy utilizados en el célculo de las impurezas. Los valores de FRR que estan
fuera del rango 0,8 a 1,2, siembre deben ser detallados en la técnica analitica y utilizados
en el calculo de las impurezas.

Rango
Se establece mediante la confirmacién de que el procedimiento analitico proporciona un

grado aceptable de Linealidad, Exactitud y Precisién cuando se aplica a muestras que
contienen cantidades de analito dentro o en los extremos del rango especificado del
procedimiento analitico. Normalmente se toman los valores extremos donde los ensayos de
linealidad, exactitud y precision cumplieron las especificaciones establecidas y se expresa
en las mismas unidades que se expresa el resultado del analisis (por ejemplo: %p/p, ppm,
etc.).

Los rangos de medicion sugeridos para cada tipo de método en particular se detallan

en el ANEXO I.

Rangos Minimos Segun Metodologia a Validar
Los siguientes rangos minimos deben ser considerados:
Titulo de Principios Activos y Productos: Entre 80% y 120% de la concentracién nominal
(target) de la muestra.
Uniformidad de contenido: Entre 70% y 130% de la concentracion nominal de la muestra,
a menos que un rango mas amplio sea apropiado, basado en la naturaleza de la forma de
dosificacion (por ejemplo, inhaladores de dosis medida).
Ensayos de disolucion: +/- 20% del intervalo especificado; por ejemplo, si las
especificaciones para un producto de liberacion controlada cubren una region de 20%,
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después de 1 hora, hasta 90%, después de 24 horas, el rango validado seria 0-110% de la
cantidad declarada.

Determinacion de impurezas: desde el limite de reporte (0 LOQ) al 120% de la
especificacion. Para las impurezas que se conoce que son inusualmente potente o pueden
producir efectos farmacoldgicos toxicos o inesperados, el limite de deteccion/cuantificacion
deben ser proporcionales al nivel en el que las impurezas deben ser controlados.

Titulo y Pureza: Si el titulo y la pureza de una muestra se realizan juntos, y sélo se utiliza
un estandar al 100%, la linealidad debe cubrir el rango desde el nivel de reporte al 120% de
la especificacion.

Limite de deteccion (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) deben ser determinados
y verificados durante la validacion de métodos de impurezas (Solventes residuales o
sustancias relacionadas).

El limite de cuantificacion no debe ser mayor al limite de reporte establecido en el método
analitico, teniendo en cuenta la maxima ingesta diaria del producto; segin ICH Q3A para
principios activos (Tabla 8) o segun ICH Q3B para productos (Tabla 9).Tabla N° 8:
Limites de Reporte de Impurezas en Principios Activos (ICH Q3A)

Dosis Diaria Maxima Limite de Reporte (%)
<2 gpor dia 0,05%
>2 g por dia 0,03%

Tabla N° 9: Limites de Reporte de Impurezas en Productos (ICH Q3A)

Dosis Diaria Maxima Limite de Reporte (%)
<1 gpor dia 0,1%
> 1 g por dia 0,05%

Determinacion
La determinacion del LOD y LOQ varian segun el procedimiento sea instrumental o no
instrumental.

Determinacion LOD/LOQ instrumental
Basado en la relacion Sefial/Ruido
Puede ser utilizado cuando el método presenta ruido de linea de base. Se basa en la
determinacion de la relacion sefial/ruido (S/R) de la respuesta correspondiente al analito.
La determinacidn de la relacion S/R generalmente se realiza en forma manual, utilizando la
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ecuacion descripta en USP <621> (S/N =2 x H/ h, donde H es la altura del pico del analito
y h en el ancho del ruido). Normalmente se establece el LOD instrumental del método con
una Relacion S/R = 2:1 0 3:1 y el LOQ instrumental con una relacion S/R = 10:1.

Basado en la desviacion estandar de la respuesta v de la Pendiente
El limite de cuantificacion (LOQ) y el LOD pueden calcularse a partir de las siguientes
ecuaciones:

: 3,3 x Sa LOO: 10 x Sa
b b

LOD

Donde:
b = es la pendiente de la curva de calibracion y puede estimarse a partir de ella.
Sa= es la desviacion estandar de la respuesta. La estimacion puede llevarse a cabo de
diversas formas, por ejemplo:
Segun desviacion estandar del blanco
Se realiza la medicion de la magnitud de la respuesta analitica del blanco de medicion.
Se realiza mediante el analisis de un nimero apropiado de muestras de blanco y se calcula
la desviacion estandar de estas respuestas.
Seqgun la curva de calibracion
Una curva de calibracion especifica debe ser realizada utilizando muestras que contiene
el analito en el rango del LOD o LOQ. La desviacion estandar residual de la linea de
regresion o la desviacion estandar de la interseccion con el eje Y pueden usarse como la
desviacion estandar.

Determinacion LOD/LOQ en métodos no instrumentales
Por inspeccion visual: Se analizan muestras adecuadamente diluidas, con
concentraciones conocidas del analito y estableciendo el nivel minimo en el cual el analito
puede detectarse/cuantificarse con confiabilidad.

Consideraciones practicas

Limite de Cuantificacion Practico (PLOQ): Si bien los limites de deteccidn y cuantificacién
instrumental son expresados en términos de 3y 10 veces el nivel de ruido, respectivamente,
este concepto no resulta muy préactico. El nivel de ruido y la sefial de un detector pueden
variar cuando las muestras se analizan con detectores de diferentes marcas, 0 se usan
diferentes lotes o marcas de solventes utilizados en las fases moviles, diferentes
preparaciones de fase mavil, etc. Por este motivo, se introduce el concepto de limite de
cuantificacion practico (PLOQ); el cual se define de la siguiente manera: “El limite de
Cuantificacion Préctico es la menor concentracion de analito que puede ser cuantificada
con precisién y exactitud aceptable en el laboratorio, independientemente de la
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variabilidad normal de la respuesta. La concentracion del PLOQ es establecida por el
laboratorio en funcion del alcance del método y del objetivo de la determinacion,
debiéndose cumplir que la relacién sefial/ruido obtenida no debe ser menor 10. EI PLOQ
establecido por el laboratorio en ningin caso puede ser mayor al limite de reporte
establecido en el metodo analitico”.

Limite de Deteccidn Practico (PLOD): se define al valor de 1/3 del limite de cuantificacion
practico PLOQ.

Solucion de Sensibilidad: El uso de un estandar de concentracion cercana o igual al limite
de cuantificacion préactico (propuesto por el laboratorio que desarrolla el método) garantiza
que una determinada impureza (sustancia relacionada o solvente residual) pueda ser
cuantificada a ese nivel, independientemente de la variabilidad normal de la respuesta. Un
criterio de aceptacion frecuentemente utilizado para la solucién de sensibilidad es obtener
una relacion sefial/ruido mayor o igual a 10.

Si el estandar de referencia del compuesto de interés estd disponible, una solucién de
concentracion cercana al PLOQ podria ser utilizado. Cuando no se dispone de los estandares
del analito, se recomienda utilizar una solucion estandar de referencia del principio activo
diluidas al nivel del PLOQ. La concentracion de la solucion de sensibilidad detallada en el
método analitico no puede ser superior al Limite de reporte establecido para un determinado
analito.

Verificaciones de LOOQ vy LOD:

Verificacién del LOD/PLOD: Una vez que el LOD o PLOD fue determinado por
alguno de los métodos detallados anteriormente (por ej., SIR = 3), el valor debe ser
verificado realizando 3 inyecciones de una solucién en la concentracion del LOD/PLOD,
las cuales deben cumplir las especificaciones (por ej S/R = 3).

Verificacién del LOQ/PLOQ: Una vez que el LOQ o PLOQ de un analito fue

determinado o establecido por alguno de los métodos detallados anteriormente (por €j., a
partir de la relacion S/R > 10), el valor debe ser verificado preparando 6 réplicas de las
soluciones y determinando el valor de RSD% de las respuesta del analito (por ejemplo:
areas o relacion de areas en métodos con estandar interno) o de los resultados de la
cuantificacion (por ejemplo: ppm, %p/p, % de recuperacion). Si bien, una RSD%(n=6) <
25% al nivel del LOQ puede ser aceptable, los criterios de aceptacién sugeridos para cada
tipo de método analitico se detallan en el ANEXO 1.
Cuando el laboratorio defina una concentracion establecida como PLOQ en funcién del
alcance del método, la verificacion puede ser realizada al nivel del PLOQ, no siendo
necesario realizar la verificacion del LOQ instrumental (S/N = 10). El valor de PLOD puede
ser estimado como 1/3 del valor de PLOQ vy verificado a ese nivel. El valor de PLOQ
verificado no podra ser mayor al limite de reporte establecido en el método.
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Reporte de LOD y LOQ: Generalmente, LOD/PLOD, LOQ/PLOQ se expresan
como concentracion del analito (por ejemplo como partes del millén, como porcentaje, etc.)
en la muestra. En el reporte final se deben presentar los cromatogramas tipicos obtenidos
durante la verificacion al nivel del LOQ/PLOQ y del LOD/PLOD verificados, en escalas
adecuadas para permitir la evaluacién del cromatograma.

Robustez
Cambio de pardmetros

Las determinaciones analiticas pueden ser susceptibles a las variaciones en las condiciones
experimentales. A continuacion, se detalla un listado de algunos de los pardmetros que méas
comunmente se evallan:

pH del buffer: + 0,2 unidades (HPLC).

Composicion de la fase movil: + 2% (normalmente para componentes minoritarios de

la Fase movil) para modo isocratico, o pendiente de gradiente: + 2% (para Fase movil a

todos los tiempos) para modo gradiente (HPLC).

Concentracion del buffer: + 10% (HPLC).

Temperatura de la columna: + 5°C (HPLC, GC).

Velocidad de Flujo: + 10% (HPLC, GC).

Cambio de columna: otra marca pero con caracteristicas similares (HPLC, GC).

Si la variacion de un pardmetro del método no cumple los criterios de aceptacion
establecidos en el protocolo de validacion, se debe repetir el ensayo realizando variaciones
de menor magnitud, para establecer en que rango el método es robusto (siempre que esto
sea posible). Si se establece que la variabilidad de dicho parametro presenta un alto riesgo
de producir fallas (parametro critico), este parametro debe ser identificado en el método
analitico y adecuadamente controlado (se debe detallar en el método la estrategia de control
aplicada a ese parametro).
El impacto de los cambios en los parametros sobre los atributos criticos del método (system
suitability) debe ser evaluado durante el estudio de robustez y de ser necesario debe ser
actualizado en el método analitico.

Documentacion: El protocolo debe establecer claramente que el propdsito del
ensayo de robustez es determinar las condiciones analiticas bajo las cuales la adecuabilidad
del método esta controlada e incluir los criterios de aceptacion adecuados. Ademas el
protocolo debe establecer que no se debe realizar ninguna investigacion o desvio por
resultado fuera de especificaciones si al realizar cambios deliberadamente se determina que
el método no cumple con los criterios de aceptacion establecidos.
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Reporte: Se puede informar % de Recuperacion o Diferencia Porcentual.
En el caso de informar Diferencia porcentual relativa (Difes)) de los resultados obtenidos
con las diferentes condiciones, se deben calcular con la siguiente ecuacion:

Diferencia relativa porcentual = |va|or de Condicién normal —valor con la condicion cambiada |
x 100

Valor de Condicién normal

Estabilidad de las soluciones
Consideraciones Generales

Siempre que sea posible, los estudios de estabilidad deben ser realizados en las condiciones
normales de temperatura y humedad de laboratorio. Cuando las soluciones no son estables
en las condiciones normales de laboratorio, se debe estudiar la estabilidad en heladera (2-8
°C) y/o en freezer (pueden ser realizados simultdneamente).
Se recomienda realizar el estudio de estabilidad entre 3 y 7 dias, tomando muestras a
intervalos regulares de tiempo, realizando el analisis contra la solucidén estandar
recientemente preparada en el andlisis final del estudio de estabilidad si es apropiado.
Para sustancias sensibles a la luz, el almacenamiento durante el estudio de estabilidad debe
ser realizado con las soluciones protegidas de la luz.
Las soluciones de estandar y muestra deben ser estables durante el tiempo que dura el
analisis, por lo que soluciones envejecidas deben ser analizadas contra soluciones
recientemente preparadas y la diferencia relativa entre ambas soluciones debe cumplir el
criterio de aceptacion establecido.
Alternativamente, se puede determinar el area, % de area de inyecciones, o titulo del pico
principal o de las impurezas, realizadas a cada tiempo de estabilidad y evaluar la diferencia
porcentual respecto del tiempo inicial.

Reporte: Se debe calcular la diferencia porcentual (Dif%) o el % de recuperacion
entre los resultados iniciales y los resultados obtenidos a cada tiempo.
En el caso de informar Diferencia porcentual relativa (Dif(%)) de los resultados obtenidos,
se deben calcular con la siguiente ecuacion:

Diferencia porcentual relativa (Dify) = ‘Valor tiempOinicial — Valor tiempo, | x 100
Valor tiempoinicial

Documentacion: El protocolo debe establecer claramente que el propdésito del
estudio de estabilidad es establecer el tiempo maximo que las soluciones pueden ser
utilizadas en condiciones de rutina del laboratorio (por ejemplo, cubriendo el tiempo de un
fin de semana). Si las soluciones no demuestran ser estables en todo el periodo estudiado,
no implica investigaciones o desvios. Los resultados de estabilidad de la muestra deben ser

incorporados en el método analitico luego de aprobado el informe de validacion.
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Criterios para la seleccion de muestras de AP para Validacion de Métodos Analiticos

Se recomienda el uso de APIs sintetizados al menos con equipamiento de escala piloto,
empleando un proceso de manufactura comparable al proceso de manufactura comercial.
Para las validaciones y/o verificaciones puede utilizarse un lote de API vencido o fuera de
especificaciones siempre y cuando sea adecuado para el uso propuesto.

Criterios para la seleccion de muestras de producto para Validacion de Métodos Analiticos
Se recomienda que las muestras sean preparadas al menos con equipamiento de escala
piloto usando procesos de manufactura comparables con los procesos de manufactura
comercial.

Lo ideal es usar un lote normal, comin o corriente de producto, dentro de lo posible que
esté vencido que no esté destinado a distribucion comercial. Puede utilizarse unidades
descartadas de produccion, tales como puntos negros, envases con desperfectos fisicos, etc.,
siempre que el motivo de descarte no involucre al pardmetro a validar (Por ej., no usar
descartes mal dosificados en analisis de Valoracion o uniformidad de contenido).

En el caso que existan varias dosis cuyas formulas cuantitativas sean proporcionales, se
puede seleccionar la dosis mas alta y la mas baja como soporte para todas las dosis
(Bracketing).

En el caso que todas las dosis se preparen de manera tal que todas las soluciones de muestra
posean la misma concentracion (y la misma composicién cuali-cuantitativa), se puede usar
cualquiera de las dosis para realizar los ensayos de validacion.

Requerimientos de calidad de Estandares para usos en Validaciones de Métodos Analiticos:
El material estdndar utilizado en validaciones de métodos analiticos con fines cuantitativos
ya sea adquirido comercialmente, elaborado y/o estandarizado “In House” S.A; debera
cumplir minimamente con los criterios de calidad cuantitativa pre-establecidos

Manejo y conservacion de muestras para Validacion de Métodos Analiticos
Para Productos/Sustancias comerciales

Las muestras se deben conservar y manipular respetando las condiciones establecidas por
el fabricante.
Para diferentes validaciones se deben tomar muestras por separado, siempre que sea
posible.
Se debe tener especial cuidado en las muestras para validaciones de Karl Fischer dado que
se debe evitar que adquieran humedad del ambiente.

Para Productos/Sustancias No comerciales
Se deben tener en cuenta los siguientes aspectos:

Tipo y cantidad de recipientes: Al momento de la toma de la muestra a utilizar en
validacion o cuando se prepara un pool de muestras de producto terminado, se debe evaluar
el/los recipiente/s a utilizar para la conservacion de la misma, de acuerdo a las
caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de la sustancia.

Como regla general, los recipientes deben ser herméticos.
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Se debe tener en cuenta si es necesario que la muestra se almacene bajo Nitrogeno o algun
gas inerte (en caso que se oxide rapidamente) o si es sensible a la luz.
Se debe tener en cuenta el analito cuya determinacion se esta por validar (si el analito es
agua, se debe extremar cuidados respecto a la hermeticidad del recipiente para evitar que la
muestra se humecte).
Se debe evaluar si es necesario tomar la muestra en mas de un recipiente por validacion
(por €j., si es necesario tomar muestra para exactitud y precision por separado), para evitar
una excesiva manipulacion del material.
Las consideraciones necesarias sobre el recipiente y las condiciones de almacenamiento de
las muestras deben incluirse en los protocolo de validacién y/o verificacion.

Condiciones de conservacion
Las condiciones de conservacion de la muestra se deben incluir en el protocolo de
validacion, en el item “Condiciones de conservacion™.

Rétulo: Las muestras de validacion deben poseer un rétulo que posea la siguiente
informacién minima: Nombre de la sustancia, Lote, Fecha de caducidad, Para uso en:
(referir a la validacion en la que se va a utilizar y/o parametro a determinar), Condiciones
de conservacion.

Desvios en la validacién

Durante la validacion y/o verificacién de un método analitico, cualquier desvio debe ser
investigado y reportado haciendo uso de los procedimientos vigentes para documentar
desviaciones.

Documentacion
Protocolos de Verificacion y/o validacion:

Antes de iniciar el trabajo experimental de una validacion o verificacion de un método
analitico se debe escribir y aprobar el protocolo, cuya finalidad es documentar los pasos
requeridos para verificar/validar el método y especificar los criterios de aceptacion.
Antes del inicio de la verificacion o validacion, todo el personal involucrado en el estudio
debe leer y asegurarse de comprender el protocolo y la técnica a validar.
Los criterios de aceptacion del protocolo pueden diferir de lo establecido en el presente
POE, siempre y cuando se presente una justificacion adecuada.
De ser necesario, pueden prepararse hojas de datos para el registro del Raw Data y para el
analisis estadistico, a fin de documentar completamente el trabajo de verificacion.

Informe de validacidn/verificacién
Posteriormente a la ejecucion de los ensayos descriptos en el protocolo de validacién/
verificacion, se debe documentar los resultados en un informe de validacion/verificacion.
Para cada parametro de verificacion/validacion, se debe especificar si el resultado cumple
las especificaciones e informar los resultados obtenidos. Incluir todos los gréficos,
cromatogramas o espectros representativos de los ensayos (especificidad, LOQ/LOD,
robustez si corresponde).




UCSF

Universidad Catdlica
de Santa Fe

Informe Preliminar de Validacion de Métodos Analiticos
Un informe preliminar de validacion de métodos analiticos puede ser preparado, revisado
y aprobado después de que algunos de los parametros de validacion de método hayan sido
realizados para la liberacion del método (ver Tabla 4 y requerimientos minimos de
validacion en el punto 8.2.4).

Archivo de la documentacién generada en las Validaciones y/o Verificaciones:

Todos los protocolos e informes de validacion de métodos analiticos, verificacion de
métodos compendiados y sus correspondientes datos de soporte, quedaran archivados bajo
la responsabilidad de Desarrollo Analitico.
El reporte de Validacion y/o Verificacion incluird una tabla describiendo la ruta de acceso
a la informacion, ya sean de los datos crudos en los cuadernos de los analistas (N° de
cuaderno/s, analista/s, péginas), como asi también la ruta de los registros electronicos
generados en el software de los equipos que asi lo permitieren (Proyectos, Carpetas,
Subcarpetas, registros electronicos). Ver ANEXO I1.

Cambio y modificaciones durante la validacion/verificacion

Modificaciones del System suitability (Adecuabilidad del Sistema)
Los parametros de adecuabilidad del sistema deben ser inicialmente establecidos en el
protocolo de validacion/verificacion del método y en el método. La performance del método
y el cumplimiento del system suitability deben ser evaluados durante la validacion. Cuando
sea necesario implementar cambios, en funcién de los resultados obtenidos durante la
validacion, éstos deberan ser justificados y documentados en el reporte de validacion y en
el método analitico.

Modificaciones del Método
Las condiciones del método pueden ser modificadas/optimizadas para lograr ser adecuadas
para el uso propuesto. Cuando sea necesario modificar el método durante la validacion, se
debe justificar el cambio y validar el método teniendo en cuenta las modificaciones
realizadas. EI cambio debe ser aprobado por el lider analitico del proyecto y se debe
documentar en el reporte de validacion y en el método analitico.

Disefio experimental y criterio de aceptacion
El disefio experimental y los criterios de aceptacion deben ser predeterminados en el
protocolo de validacion. El disefio experimental y los criterios de aceptacion pueden ser
cambiados siempre y cuando el cambio sea justificado cientificamente. EI cambio sera
actualizado en el protocolo de validacion.
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ANEXO 1

Diseiio Experimental Modelo y Criterios
de Aceptacion Orientativos de Métodos
Analiticos
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Tabla 1: Validacién de método de Valoracién de principios activos u otros analitos®.

E\I?;rl}gr;cggrc]ie Disefio experimental Criterio de aceptacion?
Adecuacion Cumplir criterio de system
del Sistema Analizar el system suitability bajo las condiciones de la metodologia | . '
(System analitica. ?““?‘F’""Y, ° hace;r la
suitability) justificacion necesaria.
Especificidad- Anal!zar el diluyenf[e,: y otras fuent_es_ de interferencia si corr«_as_ponde. :?:,?e rferenséas obser\:ja;
. Analizar la solucién de selectividad (la muestra fortificada con | .

Interferencia - - - disolvente con el/los

impurezas conocidas al nivel del 1%) . .

analito/s de interés.

Condicion de degradacion de referencia: entre 5% - 20% del

componente principal.

- Si no es posible lograr el 5% de degradacion bajo las condiciones

maximas, no son requeridos estudios de estrés adicionales y se agregara

una justificacion cientifica.

- Si se obtienen degradaciones mayores al 20 %, se deberan ensayar

condiciones mas suaves o tiempos mas cortos.

Condiciones de referencia:

(1) 80°C, 1 semana (5-7 dias) .

(2) UV (200 Wh/m?) y luz blanca (1,2 millones lux horas)® El plé:o éjel IAPI i &

(3) HCI 0,IN, temperatura ambiente, 24 hs + neutralizacion (NaOH separado. e los otros

0.N) picos, o la |ntgﬁerenc(:a
Estudios de (4) NaOH 0,1N, temperatura ambiente, 24 hs + neutralizacién (HCI p:t;a F‘I‘I 'tA‘PI es max. 0,2 %
degradacién 0,IN) (absoluto)
forzada (6) Hz0; al 3%, temperatura ambiente, 24 hs (puede llevarse a cabo | Evaliar la pureza
separadamente un estudio de oxidacion adicional con AIBN). espectral del pico principal

Controlar la pureza del pico principal si corresponde, por ejemplo, con (PDA): PIT > PIA, si

detector de arreglo de diodos (PDA), informando Purity Angle, Purity lica ' '

Threshold. aplica.

Informar la pureza cromatogréfica (% area) del componente principal y

de cada compuesto relacionado.

Para metodologias que analizan en un mismo sistema cromatografico

Titulo y sustancias relacionadas, calcular el Titulo (%) del componente

principal y cuantificar cada compuesto relacionado especificado y no

especificado (%p/p, % éarea) contra una solucion de estandar (si

corresponde) y calcular el balance de masa; para cada una de las

muestras sometidas a degradacién forzada y condicién normal.

Preparar soluciones estandares en al menos cinco niveles de

concentraciones, cubriendo minimamente el rango desde 80% hastano | r: Min. 0,995.

menos del 120% de la concentracion objetivo. r- Min. 0,990 (para
Linealidad Realizar el anélisis de regresion lineal (respuesta vs concentracién) y e.xcipiént,es y

calcular la pendiente, ordenada al origen, el coeficiente de correlacion conservantss)

(), la interseccion con el eje Y (%), y la suma del cuadrado de los '

residuales
Precision: Pre_:pgrar seis soluciones de muestra al 100% de la concentracion ,
Repetibili. dad objetivo. o _ %RSD: Méx. 2,0% (n=6).

Calcular el Titulo individual, Titulo promedio y laRSD (%), paran =6.
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E\I? ment9§ e Disefio experimental Criterio de aceptacion?
alidacion
Un segundo analista repetira el ensayo de Repetibilidad, en un dia | Para cada analista,
diferente, usando un sistema y columna diferente. Ver Repetibilidad
Precision: Ca[cular el Titulo individual, el Titulo promedio y la desviacion | Paraambos angl istas,
Precision estandar relativa, paran = 6 . _ %RSD:  Méx. 2,0%
. . Calcular el Titulo promedio y la desviacion estandar relativa, paran = | (n=12)
intermedia i i
12, Diferencia entre
Calcular la diferencia absoluta entre el promedio de los valores de Titulo | promedios: Max. 2,5 %
de cada analista. (absoluto).
Preparar tres soluciones muestra al 80% de la concentracién objetivo. | - %Rec. promedio: 98,0
Preparar tres soluciones muestra al 100% de la concentracidn objetivo. | % - 102,0 %, para n; min.
Exactitud Preparar tres soluciones muestras al 120% de la concentracion objetivo. | 9.2
Informar la recuperacion individual, la recuperacién promedio y la | - %RSD: Max. 2,0 %.
desviacion estandar relativa, a cada nivel.
Rango Se Qeﬁne en el _ intervalo de concentraci.ones en el _cyal linealidad, Min. 80% - 120%.
precision y exactitud cumplen con el criterio de aceptacion.
Estudio de Evaluar la recuperacion entre los resultados de la muestra filtrada y sin

sesgo del filtro

filtrar.

- %Rec: Méax. 2,0 %?

Estabilidad de
Solucion

Solucién estndar y muestra: Preparar las soluciones de acuerdo a la
metodologia analitica. Ajustar a las condiciones de almacenamiento
(envase primario) y temperatura (ambiente, heladera, HPLC, etc).
Calcular la recuperacion entre los resultados obtenidos (&rea promedio,
titulo, etc) en cada tiempo de estabilidad (n), con respecto al tiempo
inicial.

%Rec: 98,0 % - 102,0
%.2

Robustez

Condiciones de cambios recomendados:*

1) pH del buffer: + 0,2 unidades (HPLC).

2) Composicion de la fase mévil: £ 2% (normalmente para
componentes minoritarios de la Fase mdvil) para modo isocratico,
0 pendiente de gradiente: + 2% (para Fase movil a todos los
tiempos) para modo gradiente (HPLC).

3) Concentracion del buffer: + 10% (HPLC).

4) Temperatura de la columna: + 5°C (HPLC, GC).

5) Velocidad de Flujo: + 10% (HPLC, GC).

6) Cambio de columna: otra marca, similares caracteristicas (HPLC,

GC).

Evaluar la recuperacion entre los resultados obtenidos en cada

condicion de cambio, respecto de la condicion normal.

Para cada condicién de cambio evaluar la solucion estandar y la

solucién muestra si corresponde*

- Cumple con las
condiciones del System
suitability.

- %Rec.: 98,0 %—102,0
%.2,5

! Los criterios de aceptacion de “otros analitos” (tales como excipientes/aditivos) deberian ser diferentes a los
de API.

2 os criterios de aceptacion de la presente tabla son aplicables para la especificacion de Valoracién de 98,0%
- 102,0%. Los criterios de aceptacion deberian ser ajustados acorde en el protocolo de validacion del método
para la especificacion de Valoracion de 99,0% - 101,0%.

3 Por ejemplo, UV (200 Wh/m?, a 22,5 W/m? por 8,9 h = 200 Wh/m?, 0 a 10 W/m? por 20 h = 200 Wh/m?) y
luz blanca (1,2 millones lux horas, a 133 klux por 9 h = 1,2 millones lux horas, o a 55 klux por 21,8 h =1,2
millones lux horas).
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4 Condiciones criticas de los factores del método deberian ser evaluadas en el estudio de robustez y actualizadas
en el método. Variaciones de los factores del método deberian ser técnicamente justificables.

5> O cumple cualquier otro criterio de los atributos criticos definidos para el método. En caso contrario, las
condiciones especificas de robustez deben ser detalladas en el método de analisis.
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Tabla 2: Validacion de método de Valoracion para principio activo y otros analitos® en producto

terminado

Elementos de
Validacion

Disefio experimental

Criterio de aceptacion?

Adecuacion del
Sistema
(System
suitability)

Analizar el system suitability bajo las condiciones de la metodologia
analitica.

Cumplir criterio de system
suitability o hacer la
justificacion necesaria

Especificidad-
Interferencia

Analizar el diluyente, placebo y otras fuentes de interferencia si
corresponde.

Analizar la solucién de selectividad (la muestra fortificada con
impurezas conocidas al nivel del 1%).

No se observan
interferencias del disolvente
o0 la matriz con el/los
analito/s de interés.

Estudio de
degradacién
forzada

Someter una muestra de producto (0 muestra sintética: placebo +
API) bajo las condiciones sugeridas.
Condicién de degradacién de referencia: entre 5% - 20% del
componente principal.
- Si no es posible lograr el 5% de degradacion bajo las condiciones
méximas, no son requeridos estudios de estrés adicionales y se
agregara una justificacion cientifica.
- Si se obtienen degradaciones mayores al 20 %, se deberan ensayar
condiciones mas suaves o tiempos mas cortos.
Condiciones de referencia:
(1) 80°C, 1 semana (5-7 dias)
(2) UV (200 Wh/m2) y luz blanca (1,2 millones lux horas)3
(8) HCI0,1N, temp. ambiente, 24 hs + neutralizacion (NaOH
0,IN)
(4) NaOH 0,1N, tempe. ambiente, 24 hs + neutralizacién (HCI
0,IN)
(5) H202 al 3%, temp. ambiente, 24 hs (puede llevarse a cabo
separadamente un estudio de oxidacion adicional con AIBN).
Controlar la pureza del pico principal si corresponde, por ejemplo, con
detector de arreglo de diodos (PDA), informando Purity Angle, Purity
Threshold.
Informar la pureza cromatogréfica (% area) del componente principal
y de cada compuesto relacionado.
Para metodologias que analizan en un mismo sistema cromatografico
Titulo y sustancias relacionadas, calcular el Titulo (%) del
componente principal y cuantificar cada compuesto relacionado
especificado y no especificado (%op/p, % area) contra una solucion de
estandar (si corresponde) y calcular el balance de masa; para cada una
de las muestras sometidas a degradacion forzada y condicién normal.

El pico del API es separado
de los otros picos, 0 la
interferencia para el APl es
max. 0,5 % (absoluto).

- Evaluar la pureza espectral
del pico principal (PDA):
P1T > P1A, si aplica.

Linealidad

Preparar soluciones estandares en al menos cinco niveles de
concentraciones, cubriendo minimamente el rango desde 80% hasta
no menos del 120% de la concentracion objetivo.

Realizar el anélisis de regresion lineal (respuesta vs concentracion) y
calcular el coeficiente de correlacion (1), la interseccion con el gje Y
(%), la pendiente y la suma del cuadrado de los residuales

r: Min. 0,995.

rr Min. 0990 (para
excipientes y conservantes).
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E\I? mentos €2 Disefio experimental Criterio de aceptacion?
alidacion
Preparar tres soluciones de muestra (placebo + API) al 80 % de la
concentracion objetivo. - %Rec. promedio: 98,0 %
Preparar tres soluciones de muestra (placebo + API) al 100% de la -102,0 %.
concentracion objetivo. - %RSD: Méx. 2,0 %, para
Exactitud Preparar tres soluciones de muestra (placebo + API) al 120%de la n=min. 9.
concentracion objetivo.
Calcular la recuperacion individual y promedio a cada nivel. Para excipientes: 90,0 % —
Calcular la desviacion estandar relativa entre el total de 110,0 %.
determinaciones n = min. 9.
Rango Se do_af_ipe enel in_tervalo de concentracipne_s enel cual Ii_qealidad, Min. 80% - 120 %
precision y exactitud cumplen con el criterio de aceptacion.
Preparar seis soluciones de muestra de producto (0 muestra sintética: | - mj Ma>§. 2,0%.
. I . : - Para uniformidad de
Precision: placebo + API), para la dosis méas baja y més alta si corresponde. ido: Max 3.0 %
Repetibilidad | Calcular el Titulo individual, Titulo promedio y la desviacién estandar contenido: Max.3,0 %.
relativa, paran =6. - Para conservantes y
' excipientes: Max. 10 %.
Para cada analista,
Un segundo analista repetird el ensayo de Repetibilidad, en un dia | Ver Repetibilidad
diferente, usando un sistema y columna diferente. Para ambos analistas,
Calcular el Titulo individual, el Titulo promedio y la desviacion | - % RSD: Méax. 3,0 %
estandar relativa, paran = 6. (n=12)
Precision: Calcular el Titulo promedio y la desviacion estandar relativa, paran = | - Uniformidad de
Precision 12, contenido: Méx.5,0 %
intermedia Calcular la diferencia absoluta entre los valores de Titulo promedio de | (n=6),
cada analista. - Conservantes y
excipientes: Max. 20 %
- Diferencia entre
promedios: Méx. 3,0 %
(absoluto).
Estudio de_ E_valuar la recuperacion entre los resultados de la muestra filtrada y sin | % Rec: Méx. 2,0 %
sesgo del filtro | filtrar. =
Solucién estandar y muestra: Preparar las soluciones de acuerdo a la
metodologia analitica. Ajustar a las condiciones de almacenamiento
Estab!lfdad de | (envase primario) ytgrpperatura (ambiente, helade_ra, HELC, etc). | 96 Rec: 980%- 102,0 %.
Solucion Calcular la recuperacion entre los resultados obtenidos (&rea promedio,
titulo, etc) en cada tiempo de estabilidad (n), con respecto al tiempo
inicial.
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Condiciones de cambios recomendados:

1) pH del buffer: + 0,2 unidades (HPLC).

2) Composicion de la fase movil: + 2% (normalmente para
componentes minoritarios de la Fase mévil) para modo isocratico,
0 pendiente de gradiente: + 2% (para Fase movil a todos los |- cumple con las

tiempos) para modo gradiente (HPLC). condiciones del System
3) Concentracién del buffer: + 10% (HPLC). suitability.
Robustez 4) Temperatura de la columna: +5°C (HPLC, GC).
5) Velocidad de Flujo: + 10% (HPLC, GC). - YoRec.: 98,0 %1020
7) Cambio de columna: otra marca, similares caracteristicas (HPLC, %.°
GC).

Evaluar la recuperacion entre los resultados obtenidos en cada
condicién de cambio, respecto de la condicién normal..

Para cada condicién de cambio evaluar la solucion estandar y la
solucién muestra si corresponde*

! Los criterios de aceptacion de “otros analitos” (tales como excipientes/aditivos) deberian ser diferentes a los
de API.

2 os criterios de aceptacion de la presente tabla son aplicables para la especificacion de Valoracion de 90,0%
- 110,0%. Los criterios de aceptacion deberian ser ajustados acordemente en el protocolo de validacion del
método para la especificacién de Valoracion de 95,0% - 105,0%.

3 Por ejemplo, UV (200 Wh/m?, a 22,5 W/m? por 8,9 h = 200 Wh/m?, 0 a 10 W/m? por 20 h = 200 Wh/m?) y
luz blanca (1,2 millones lux horas, a 133 klux por 9 h = 1,2 millones lux horas, 0 a 55 klux por 21,8 h=1,2
millones lux horas).

4 Condiciones criticas de los factores del método deberian ser evaluadas en el estudio de robustez y actualizadas
en el método. Variaciones de los factores del método deberian ser técnicamente justificables.

5 Por ejemplo, utilizando la solucién preparada en el parametro de precision (la de mayor dosis), el pico del
principio activo es separado de los otros picos o la diferencia (Dify): max. 3,0% entre resultados de titulo bajo
las condiciones de robustez vs condiciones normales y cumple con cualquier otro criterio de los atributos
criticos definidos para el método.
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Tabla 3: Validacion de método de determinacion de impurezas (cuantitativo) en API.

Elementos de
Validacion

Disefio experimental

Criterio de aceptacion

Adecuacion del
Sistema (System
suitability)

Realizar el system suitability en el método

Cumplir criterio de system
suitability o hacer la
justificacion necesaria

Especificidad-
Interferencia

Analizar el diluyente y otras fuentes de interferencia si
corresponde.

Inyectar la solucion estandar de impureza individual para
identificacion si corresponde

No se observan
interferencias del disolvente
o0 las impurezas/productos
de degradacion con el/los
analito/s de interés.

Estudio de
degradacién forzada

Someter una muestra de producto (0 muestra sintética: placebo +

API) bajo las condiciones sugeridas.

Condicion de degradacion de referencia: entre 5% - 20% del

componente principal.

- Sino es posible lograr el 5% de degradacién bajo las condiciones

maximas, no son requeridos estudios de estrés adicionales y se

agregara una justificacion cientifica.

- Si se obtienen degradaciones mayores al 20 %, se deberan

ensayar condiciones mas suaves o tiempos mas cortos.

Condiciones de referencia:

(1) 80 °C, 1 semana (5-7 dias).

(2) UV (200 Wh/m2) y luz blanca (1,2 millones lux horas).!

(3) HCI 0,1N, temp. ambiente, 24 hs + neutralizacion (NaOH
0,IN).

(4) NaOH 0,1N, temp. ambiente, 24 hs + neutralizacién (HCI
0,IN).

(5) H202 al 3%, temp. ambiente, 24 hs (puede llevarse a cabo
separadamente un estudio de oxidacion adicional con AIBN).

Controlar la pureza del pico principal si corresponde, por ejemplo,

con detector de arreglo de diodos (PDA), informando Purity

Angle, Purity Threshold.

Informar la pureza cromatografica (% area) del componente

principal y de cada compuesto relacionado.

Para metodologias que analizan en un mismo sistema

cromatografico Titulo y sustancias relacionadas, calcular el Titulo

(%) del componente principal y cuantificar cada compuesto

relacionado especificado y no especificado (Y%op/p, % area) contra

una solucion de estandar (si corresponde) y calcular el balance de

masa; para cada una de las muestras sometidas a degradacion

forzada.

- Cada pico de impureza es
separado de los otros picos y
del pico del API.

- Evaluar la pureza espectral
del pico principal (PDA):
P1T > P1A, si aplica.

Linealidad

Preparar mezclas de soluciones estandares de API e impurezas en
al menos cinco niveles de concentraciones, cubriendo
minimamente el rango desde el limite de cuantificacion (LOQ)
hasta no menos del 120 % de la concentracién objetivo.

Realizar el andlisis de regresion lineal (respuesta vs concentracion)
y calcular el coeficiente de correlacion (r), la interseccion con el

r: Min. 0,990
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Elementos de
Validacion

Disefio experimental

Criterio de aceptacion

eje Y (%), la pendiente, la suma del cuadrado de los residuales y
factores de respuesta relativos (FRR).

Exactitud

Preparar tres soluciones de muestras conteniendo API, fortificadas
con las impurezas conocidas al nivel LOQ.

Preparar tres soluciones de muestras conteniendo API, fortificadas
con las impurezas conocidas al 100% de la concentracion
objetivo.

Preparar tres soluciones de muestras conteniendo API, fortificadas
con las impurezas conocidas al 120% de la concentracion
objetivo.

Preparar una solucion muestra conteniendo el principio activo sin
fortificar como control blanco.

Calcular la recuperacion individual, recuperacion promedio y la
desviacion estandar relativa, a cada nivel.

- Recuperacion promedio al
nivel LOQ: 70,0 % - 130,0
%.

- %RSD: Max. 30,0 %

- Recuperacion promedio a
niveles 100 % y 120 %:
80,0 % -120,0 %.

- %RSD: Méx. 20,0 %

Precision:
Repetibilidad

Preparar seis soluciones de muestras de API fortificadas con
impurezas conocidas aproximadamente al 100% de la
concentracion objetivo.

Calcular el promedio (% &rea, % p/p) y la desviacion estandar
relativa de cada impureza, paran =6.

- Nivel LOQ —0,49 %:
%RSD: Méx. 25,0 % (n=6)
- Nivel 0,50—1,0 %:
%RSD: Méx. 20,0 % (n=6)
- Nivel > 1,0 %:

%RSD: Méax. 15,0 % (n=6)

Precision:
Precision intermedia

Un segundo analista repetird el ensayo de Repetibilidad, en lo
posible en un dia diferente, usando un sistema y columna
diferente.

Calcular el promedio (% area, % p/p) y la desviacion estandar
relativa de cada impureza, por cada analista, paran = 6.

Calcular el promedio (% area, % p/p) y la desviacion estandar
relativa de cada impureza, entre los analistas, paran =12.

Para cada analista,
Ver Repetibilidad

Para ambos analistas:

- Nivel LOQ —0,50 %:
%RSD: Méx. 30,0% (n=12)
- Nivel 0,51 —1,0 %:
%RSD: Méx. 25,0% (n=12)
- Nivel > 1,0 %:

%RSD: Méx. 20,0% (n=12)

Se define en el intervalo de concentraciones en el cual linealidad,

Minimo LOQ/LOQp - 120

Rango precision y exactitud cumplen con el criterio de aceptacion. %.

Exactitud: Preparar tres soluciones mezcla de estandar de APl 'y

estandar de impureza al nivel del LOQ/LOQp, en el disolvente. | %Rec.: 70,0 % - 130,0 %
Limite de Analizar cada solucion una vez.
cuantificacion

Precision: Preparar una solucién mezcla de estandar de API y
estandar de impureza, al nivel del LOQ/LOQp. Analizar por
sextuplicado.

- S/N promedio: Min. 10:1.
- RSD (%): Max. 25,0 %.

Limite de deteccion

Preparar una solucion mezcla de estandar de AP y estandar de
impureza diluyendo a 1/3 la solucién preparada al nivel
LOQ/LOQp.

-S/N:Min.2:103:1
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tiempos) para modo gradiente (HPLC).

(3) Concentracién del buffer: + 10% (HPLC).

(4) Temperatura de la columna: + 5°C (HPLC, GC).

(5) Velocidad de Flujo: + 10% (HPLC, GC).

(6) Cambio de columna: otra marca, similares caracteristicas
(HPLC, GC).

E\I?mr::igge Disefio experimental Criterio de aceptacion
o o -
Estudio de sesgo del | Evaluar la recuperacion entre los resultados de la muestra filtrada @ aplicar los MISMos
filtro y sin filtrar criterios que en el parametro
' de exactitud.
-0 4 .
Solucion estAndar y muestra: Preparar una solucion de estandar y %mk ara API)
muestra de acuerdo a la metodologia analitica. Ajustar a las 9’0 0% _110’ 0% (p ara cada
- condiciones de almacenamiento (envase primario) y temperatura Y 70 (P
Estabilidad de . impureza conocida).
iy (ambiente, heladera, HPLC, etc). .
Solucion < . . - %Rec. Muestra:
Calcular la recuperacion entre los resultados obtenidos (% area, % Aplicar los mismos criterios
p/p, etc) en cada tiempo de estabilidad (n), con respecto al tiempo .
inicial que en el parametro de
' exactitud.
Condiciones de cambios recomendados?
(1) pH del buffer: + 0,2 unidades (HPLC).
(2) Compoasicion de la fase movil: + 2% (normalmente para
componentes - Cumple con las
minoritarios de la Fase movil) para modo isocratico, o condiciones del System
Robustez pendiente de gradiente: + 2% (para Fase mévil atodos los suitability.

- %Rec.: aplicar los mismos
criterios que en el pardmetro
de exactitud.®

L Por ejemplo, UV (200 Wh/m?, a 22,5 W/m? por 8,9 h = 200 Wh/m?, 0 a 10 W/m? por 20 h = 200 Wh/m?) y
luz blanca (1,2 millones lux horas, a 133 klux por 9 h = 1,2 millones lux horas, 0 a 55 klux por 21,8 h = 1,2

millones lux horas).

2 Condiciones criticas de los factores del método deberian ser evaluadas en el estudio de robustez y actualizadas
en el método. Variaciones de los factores del método deberian ser técnicamente justificables.
3 Por ejemplo, utilizando una solucion del analisis de precision, evaluar la recuperacion de cada impureza
conocida en cada condicion de cambio respecto de la condicién normal y cumple con cualquier otro criterio de
los atributos criticos definidos para el método.
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Tabla 4: Validacion de método de cuantificacién de impurezas en producto terminado

Elementos de
Validacion

Disefio experimental

Criterio de aceptacion

Adecuacion
del Sistema
(System
suitability)

Realizar el system suitability de acuerdo a la metodologia analitica.

Cumplir criterio de system
suitability o hacer la
justificacion necesaria

Especificidad-
Interferencia

Analizar el diluyente, el placebo y otras fuentes de interferencia si
corresponde.

Inyectar solucion estandar de impureza individual para identificacion
si corresponde.

No se observan
interferencias del disolvente
conel/los analito/s de interés.

Estudio de
degradacién
forzada

Someter una muestra de producto (0 muestra sintética: placebo +

API) bajo las condiciones sugeridas.

Condicion de degradacién de referencia: entre 5% - 20% del

componente principal.

- Si no es posible lograr el 5% de degradacién bajo las condiciones

méximas, no son requeridos estudios de estrés adicionales y se

agregara una justificacion cientifica.

- Si se obtienen degradaciones mayores al 20 %, se deberan ensayar

condiciones mas suaves o tiempos mas cortos.

Condiciones de referencia:

(1) 80°C, 1 semana (5-7 dias).

(2) UV (200 Wh/m2) y luz blanca (1,2 millones lux horas).?

(3) HCI0,1N, temp. ambiente, 24 hs + neutralizacion (NaOH 0,1N).

(4) NaOH 0,1N, temp. ambiente, 24 hs + neutralizacién (HCI 0,1N)

(5) H202 al 3%, temp. ambiente, 24 hs (puede llevarse a cabo
separadamente un estudio de oxidacion adicional con AIBN).

Controlar la pureza del pico principal si corresponde, por ejemplo, con

detector de arreglo de diodos (PDA), informando Purity Angle, Purity

Threshold.

Informar la pureza cromatogréfica (% &rea) del componente principal

y de cada compuesto relacionado.

Para metodologias que analizan en un mismo sistema cromatografico

Titulo y sustancias relacionadas, calcular el Titulo (%) del

componente principal y cuantificar cada compuesto relacionado

especificado y no especificado (%op/p, % area) contra una solucion de

estandar (si corresponde) y calcular el balance de masa; para cada una

de las muestras sometidas a degradacion forzada.

- Cada pico de impureza es
separado de los otros picos y
del pico del API.

- Evaluar la pureza espectral
del pico principal (PDA):
P1T >P1A, si aplica.

Linealidad

Preparar mezclas de soluciones estandar de API e impurezas como
minimo en cinco niveles de concentraciones, cubriendo el rango
desde el LOQ/LOQp hasta no menos del 120 % de la concentracion
objetivo.

Analizar cada solucidn una vez.

Realizar el anélisis de regresion lineal (respuesta vs concentracion) y
calcular el coeficiente de correlacion (r), la interseccion con el eje Y
(%), la pendiente, la suma del cuadrado de los residuales y factores de
respuesta relativos (FRR).

r: Min. 0,990.
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\E/Ier_nen?cl)s e Disefio experimental Criterio de aceptacion
alidacion
Preparar tres soluciones de muestra de producto (o matriz: placebo +
ﬁgg/ Ij‘gr‘tQificadas con las impurezas conocidas al nivel del | - o4Rec. Promedio al nivel
p. del LOQ/LOQp: 70,0% -
Preparar tres soluciones de muestra de producto (o matriz: placebo + | 130,00,
API) fortificadas con las impurezas conocidas al 100% de la | %RSD: Max. 30.0 %. n =
concentracion objetivo. MW. e
. Preparar tres soluciones de muestra de producto (o0 matriz: placebo + o
Exactitud o . -
API) fortificadas con las impurezas conocidas al 120% de la | %R L
S oRec. Promedio a niveles
concentracion objetivo. 100% v 120%: 80.0% -
Preparar una solucién de muestra de producto (o matriz: placebo + —\;120 0% T
API) sin fortificar, como control blanco. o
Realizar una determinacion de cada solucion. - %RSD: Max. 20,0 %, n =
Calcular la recuperacion individual, la recuperacion promedio y la | Min.9.
desviacion estandar relativa, a cada nivel.
Rango Se d_eﬁne en el _intervalo de concentrgciqnes en el cqal linealidad, | Minimo LOQ/LOQp—120
precision y exactitud cumplen con el criterio de aceptacion. %.
Exactitud: Preparar tres soluciones mezcla de estindar de APl y
o estandar de impureza, al nivel del LOQ/LOQp, en presencia de la | %Rec.: 70,0 % - 130,0 %
Limitede matriz. Analizar cada preparacion una vez.
cuantificacion Precision: Preparar una solucion mezcla de estandar de APl y estandar | - S/N promedio: Min. 10:1.
de impureza, al nivel del LOQ/LOQp. Analizar por sextuplicado. - RSD (%): Max. 25,0 %.
Limite de Preparar una solucion mezcla de estandar de APl y estandar de | SIN: Min. 21031
deteccion impureza diluyendo a 1/3 la solucién preparada al nivel LOQ/LOQp. T
Preparar seis soluciones de muestra de producto (o matriz: placebo +
API), de la dosis menor; fortificadas con impurezas conocidas
aproximadamente al 100% de la concentracion objetivo. Y preparar
seis soluciones de muestra de producto (o0 matriz: placebo + API) de | - Nivel LOQ —0,49 %:
la dosis mayor; fortificadas con impurezas conocidas | %RSD: Méax. 25,0 % (n=6)
Precision: aproximadamente al 1_00%_ d_e Ia_c_oncgptracién objetivo. _ - Nivel 050 — 1.0 %:
Repetibilidad Otra forma (que debe incluir justificacion) es preparar 6 soluciones de %RSD: Méx. 20,0 % (=6)
muestra del producto del peor caso (0 matriz: placebo + API) '
fortificado con impurezas conocidas aproximadamente al 100%de la | - Nivel > 1,0 %:
concentracion objetivo. %RSD: Méx. 15,0 % (n=6)
En todos los casos analizar cada solucién una vez.
Calcular el promedio (% area, % p/p) y la desviacion estandar relativa
de cada impureza, paran =6.
Para cada analista,
Un segundo analista repetira el ensayo de Repetibilidad, en lo posible | \/er Repetibilidad
Precision: enundia diferente,_usandp un sistema y colurr!na_Qiferer)te. _ o
Precisién. Calcular el promedio (% area, % p/p) y la desviacion estandar relativa | Paraambos analistas: _
. ; de cada impureza, por cada analista, paran =6. - Nivel LOQ — 0,50 %:
intermedia Max.

Calcular el promedio (% area, % p/p) y la desviacion estandar relativa
de cada impureza, entre los analistas, paran=12.

%RSD:
(n=12)
- Nivel 0,51 -1,0 %:

30,0%
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\E/Ier_neny’)s e Disefio experimental Criterio de aceptacion
alidacion
%RSD:  Max. 250%
(n=12)
- Nivel > 1,0 %:
%RSD: Max. 20,0%
(n=12)
Estudio de Evaluar la recuperacion entre los resultados de la muestra filtrada y sin ;::i/t%riec; apl(;(aag los qu]'smcfl
sesgo del filtro | filtrar. - .
pardmetro de exactitud.

Solucion estandar y muestra; Preparar una solucién de estandar y
muestra de acuerdo a la metodologia analitica. Ajustar a las

- %Rec. Estandar:
95,0% - 105,0% (para API)
y 90,0%-110,0% (para cada

(3) Concentracién del buffer: + 10% (HPLC).

(4) Temperatura de la columna: + 5°C (HPLC, GC).

(5) Velocidad de Flujo: £ 10% (HPLC, GC).

(6) Cambio de columna: otra marca, similares caracteristicas
(HPLC, GC).

Estabilidad de condiciones de almacenamiento (envase primario) y temperatura | impureza conocida).
Solucion (ambiente, heladera, HPLC, etc). - %Rec. Muestra:
Calcular la recuperacién entre los resultados obtenidos (%o area, % p/p, | Aplicar ~ los  mismos
etc) en cada tiempo de estabilidad (n), con respecto al tiempo inicial. | criterios que en el
parametro de exactitud.
Condiciones de cambios recomendados

(1) pH del buffer: + 0,2 unidades (HPLC).

(2) Composicion de la fase mévil: + 2% (normalmente para - Cumple con las
componentes minoritarios de la Fase mévil) para modo condiciones del System
isocratico, o pendiente de gradiente: + 2% (para Fase mévil a suitability.

Robustez todos los tiempos) para modo gradiente (HPLC).

- %Rec.: aplicar los mismos
criterios que en el pardmetro
de exactitud.®

L Por ejemplo, UV (200 Wh/m?, a 22,5 W/m? por 8,9 h = 200 Wh/m?, 0 a 10 W/m? por 20 h = 200 Wh/m?) y
luz blanca (1,2 millones lux horas, a 133 klux por 9 h = 1,2 millones lux horas, 0 a 55 klux por 21,8 h=1,2

millones lux horas).

2 Condiciones criticas de los factores del método en el método deberian ser evaluadas en el estudio de robustez
y actualizadas en el método. Variaciones de los factores del método deberian ser técnicamente justificables.
3 Por ejemplo, utilizando una solucion del anélisis de precision, evaluar la recuperacion de cada impureza
conocida en cada condicion de cambio respecto de la condicion normal y cumple con cualquier otro criterio de
los atributos criticos definidos para el método.
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Tabla 5: Validacion de método de determinacion de impurezas (test limite) de API

Elerr!entqs, de Disefio experimental Criterio de aceptacion
Validacién
Adecuacion del Cumplir criterio de system
Sistema (System | Realizar el system suitability en el método suitability o hacer la
suitability) justificacion necesaria
Preparar dos soluciones de muestra de API (si el analito en la
. muestra es mayor al 50% del nivel limite). Diferencia (%) absoluta entre
Precision: - .
Repetibilidad De p;ra forma, preparar dos sglucwnt_es de muestra de API las dos muestras..dentro del
fortificadas con el analito al nivel limite. 50% para el analito.
Analizar cada solucién una vez.
Limite de Analizar por triplicado una solucién estndar preparada al nivel | Promedio S/N: Min. 2:10
deteccion del LOD. 31
Especificidad- Analizar el diluyente y otras fuentes de interferencia si No s observan interferencias
. del disolvente con el/los
Interferencia corresponde.

analito/s de interés.

Estudio de sesgo

Evaluar la recuperacion entre la sefial analitica obtenida en la

%Rec: 70,0 % —130,0 %

del filtro muestra filtrada y sin filtrar.
Solucidn estandar y muestra: Preparar,una sollu_uon d(_a estandary | 9%6Rec. Estandar: 90% -
muestra de acuerdo a la metodologia analitica. Ajustar a las 0%
Estabilidaddela | condiciones de almacenamiento (envase primario) y temperatura
Solucién® (ambiente, heladera, HPLC, etc).

Calcular la recuperacion entre la sefial analitica en cada tiempo
de estabilidad (n), con respecto al tiempo inicial.

- %Rec. Muestra: 80% - 120%

!Usando soluciones recientemente preparadas.
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Tabla 6: Validacion de método de determinacion de impurezas (test limite) en producto terminado.

Elerr!entqs, de Disefio experimental Criterio de aceptacion
Validacién
ggteecrﬁgmon del Cumplir criterio de system
(System Realizar el system suitability segtin metodologia analitica. suitability o hacer la justificacion
suitability) necesaria.
Preparar dos soluciones de muestra de producto (si el analito en
s la muestra es mayor al 50% del nivel limite). . . )
Precision: - La diferencia entre dos muestras:
L De otra forma, preparar dos soluciones de muestra de producto i
Repetibilidad . . P dentro del 50% para el analito.
fortificadas con el analito al nivel limite.
Analizar cada solucién una vez.
Limite ge Analizar por triplicado una solucion estandar preparada al nivel SIN promedio: Min. 2:1 0 3:1.
deteccion del LOD.
Especificidad- | Analizar el diluyente y otras fuentes de interferencia si No s observan mterferengas
: del disolvente o de la matriz con
Interferencia corresponde. : S
el/los analito/s de interes.
Estudio de Evaluar la recuperacion entre la sefial analitica obtenida en la

sesgo del filtro

muestra filtrada y sin filtrar.

%Rec: 70,0 %—130,0 %

Estabilidad de
Soluciont

Solucién estAndar y muestra: Preparar una solucion de estandar y

muestra de acuerdo a la metodologia analitica. Ajustar a las
condiciones de almacenamiento (envase primario) y temperatura
(ambiente, heladera, HPLC, etc).

Calcular la recuperacion entre la sefial analitica en cada tiempo
de estabilidad (n), con respecto al tiempo inicial.

- %Rec. Estandar: 90% - 110%

- %Rec. Muestra: 80% - 120%

1 Usando soluciones recientemente preparadas.
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Tabla 7: Validacion de método de disolucién.

E\Ijzrr!entqs, - Disefio experimental Criterio de aceptacion
alidacion
Adecuacion del Cumplir criterio de system
Sistema (System | Realizar el system suitability en el método suitability o hacer la
suitability) justificacion necesaria
Especificidad- Analizar el diluyente, el placebo y otras fuentes de interferencia si QICI)(SF o:)servan |(;1te|rfereng|as
Interferencia corresponde. el disolvente o de la matn;
con el/los analito/s de interés.
Preparar soluciones estandares en al menos cinco niveles de
concentracion cubriendo el rango desde la concentracién mas
baja (limite inferior del rango: -20%,0 5% de la concentracion
objetivo, el que sea mayor) a la concentracién mas alta (limite
superior del rango: +20%, 0 120% de la concentracion objetivo, .
Linealidad el que sea mayor) r: Min. 0,990.
Analizar cada solucion una vez.
Realizar el andlisis de regresion lineal (respuesta vs
concentracion) y calcular el coeficiente de correlacion (r), la
interseccion con el eje Y (%), la pendiente y la suma del
cuadrado de los residuales
Preparar tres soluciones de muestra (placebo fortificado con API)
al nivel del rango menor —20%, o al nivel del 5%, el que sea
menor. - Recuperacién promedio:
Preparar tres soluciones de muestra (placebo fortificado con API) | 85,0% - 115,0% del nivel
al 100% de la concentracidn objetivo. menor.
Exactitud Preparar tres soluciones de muestra (placebo fortificado con API)
al nivel del rango mayor + 20%, o al nivel del 120%, el que sea | - Recuperacidn promedio:
mayor. 90,0-110,0% para el nivel
Analizar cada solucién una vez. del 100% y niveles mayores
Calcular la recuperacién individual, la recuperacion promedio y
la desviacion estandar relativa, a cada nivel.
Rango Se dgf_ine enel in_tervalo de concentracipne_s enel cual Ii_nealidad, Desde -20%, 0 5%, hasta +
precision y exactitud cumplen con el criterio de aceptacion. 20%, 0 120%.
Ensayar seis muestras de producto (dosis menor) y seis muestras
de producto (dosis mayor) segun la metodologia analitica (un - %RSD: Max. 20,0 % nivel
solo punto o perfil de disolucién) _ inferior, n=6.
Precision: Analizar una vez la muestra obtenida en eI/Iczs_ punto/os gje - 9%RSD: Méx. 15,0 % nivel
- colecta especificados en la metodologia analitica (o perfil de T
Repetibilidad di S medio, n=6.
isolucion si corresponde). ) )
Calcular la liberacion individual (%), liberacion promedio (%)y | - Z6RSD: Max. 5,0 % nivel al
la desviacion estandar relativa entre las seis determinaciones por | tiempo Q,n=6.
punto de colecta.
Un segundo analista repetira el ensayo de Repetibilidad, en lo | - Por cada analista:
Precision: posible en un dia diferente, usando un sistema y columna | \/er Repetibilidad
Precision diferente. . L . - . - Entre analistas:
intermedia Calcule}r I:_a liberacion |nd|v_|dual (%), Ilber.auon prqme(_jlo %)y S )
la desviacion estandar relativa entre las seis determinaciones por | - %0RSD: Max. 25,0 % nivel
punto de colecta. inferior, n = 6.
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sesgo del filtro

y sinfiltrar.

EIem.ento_s, e Disefio experimental Criterio de aceptacion
Validacién

- %RSD: Max. 20,0 % nivel
medio, n=6.
- %RSD: Méx. 10,0 % nivel
al tiempo Q,n=6.
5 — -

Estudio de Evaluar la recuperacion entre los resultados de la muestra filtrada Y6Rec: aplicar los mismos

criterios del parametro de
exactitud.

Estabilidad de

Solucién estdndar y muestra: Preparar una solucidn de estandar y
muestra de acuerdo a la metodologia analitica. Ajustar a las
condiciones de almacenamiento (envase primario) y temperatura
(ambiente, heladera, HPLC, etc).

- %Rec. Estandar:
95,0% - 105,0%
- %Rec. Muestra:

gradiente (HPLC).

Concentracioén del buffer: + 10% (HPLC).
Temperatura de la columna: + 5°C (HPLC, GC).
Velocidad de Flujo: + 10% (HPLC, GC).

Cambio de columna: otra marca, similares caracteristicas
(HPLC, GC).

3)
(4)
()
(6)

la solucion Calcular la recuperacion entre los resultados obtenidos (% area, % Aﬂlcaern IOZI mlsan:;)é]ect::geng:
p/p, etc) en cada tiempo de estabilidad (n), con respecto al tiempo que P
inicial. exactitud.
Condiciones de cambios recomendados?
(1) pH del buffer: + 0,2 unidades (HPLC).
(2) Composicién de la fase movil: £ 2% (normalmente
para o
componentes minoritarios de la Fase movil) para |- Cumple con las condiciones
modo isocratico, o pendiente de gradiente: + 20, |del Systemsuitability.
Robustez (para Fase mdvil a todos los tiempos) para modo |- %Rec.: aplicar los mismos

criterios que en el pardmetro de
exactitud.®

! Para un producto con una disolucién de alta variabilidad (% disuelto), un RSD (%): Max. 10,0% (al tiempo-

Q) es justificable.

Z Condiciones criticas /factores del método en el método deberfan ser evaluadas en el estudio de robustez y
actualizadas en el método. Variaciones de los factores del método deberian ser técnicamente justificables.

3 Usando una muestra del andlisis de precision al nivel del 100%, evaluar la recuperacion entre los resultados
de cada condicion de cambio vs la condicion normal y cumple cualquier otro criterio de los atributos criticos
definidos para el método, si corresponde.
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Tabla 8: Validacion de método de identificacion para API

EIem_ento_s, ik Disefio experimental Criterio de aceptacion
Validacion
Adeguacmn Cumplir criterio de
del Sistema . — ) . R
Realizar el system suitability en el método si corresponde system suitability si
(System corresponde
suitability) P
e Analizar una muestra contra estandar usando el método, si e .
Especificidad- Identificacion positiva
L corresponde
Selectividad
. Analizar el diluyente y otras fuentes de interferencia si Ident_lflcacmn negativa
Interferencia del diluyente y otras
corresponde. . .
fuentes de interferencia

Tabla 9: Validacién de método de identificacidn en producto terminado

Elem_ento_s, it Disefio experimental Criterio de aceptacion
Validacion
Adec_uamon Cumplir criterio de
del Sistema . - ) . TR
Realizar el system suitability en el método si corresponde system suitability si
(System
A corresponde
suitability)
Analizar una muestra contra estandar usando el método, si Identificacidn positiva
Especificidad- | corresponde
Selectividad
Identificacién negativa
Interferencia Analizar el diluyente y otras fuentes de interferencia si del diluyente y otras
corresponde. fuentes de interferencia
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Tabla 10: Validacion de método de GC para solventes residuales en API

Elenpnt9§ - Disefio experimental Criterio de aceptacion
Validacién
Adecuacion del Cumplir criterio de system
Sistema (System Realizar el system suitability seg(in metodologia analitica. suitability o hacer la
suitability) justificacion necesaria
Analizar el diluyente y otras fuentes de interferencia si . .
e No se observan interferencias
Especificidad- corresponde. :
Interferencia Inyectar el solvente residual individual para identificacion si del Q|solven_te con elflos
analito/s de interés.
corresponde
Preparar soluciones estandares de los solventes residuales en al
menos cinco hiveles de concentraciones, cubriendo el rango
desde el limite de cuantificacién (LOQ/LOQp) hasta no menos
del 120 % del limite USP <467>.
Linealidad Eizlllzar una determinacion de cada preparacion por cada r: Min. 0,990.
Realizar el andlisis de regresion lineal (respuesta vs
concentracion) y calcular el coeficiente de correlacion (r), la
interseccion con el eje Y (%), la pendiente y la suma del
cuadrado de los residuales.
Preparar seis soluciones de muestras de API fortificadas con % RSD para solventes >1000
los solventes residuales aproximadamente al 100% de la ppm: Méx.15 % (n=6).
Precision: concentracion objetivo. % RSD para solventes 100-
Repetibilidad Calcular el promedio para cada solvente y la desviacién estandar | 1000 ppm: Max.20 % (n=6).
relativa, para el nimero de determinaciones n = 6. % RSD para solventes <100
Analizar cada solucién una vez. ppm: Max.30 % (n=6).
Para cada analista,
Un segundo analista repetira el ensayo de Repetibilidad, en lo | Ver Repetibilidad
posible en un dia diferente, usando un sistema y columna | Para ambos analistas,
Precision: diferente. - RSD (%) para solventes >
NN Calcular el promedio (% &rea, % p/p) y la desviacion estdndar | 1000 ppm: Max.25 %(n=12).
Precision . - . _ 0
intermediia relativa de cada sol\_/ente residual, por cada ana!lstg, paran==6. | - RSD (%) para solventes
Calcular el promedio (% area, % p/p) y la desviacion estandar | 100-1000 ppm: Méax. 30 %
relativa de cada solvente residual, entre los analistas, paran = (n=12).
12. - RSD (%) para solventes <
100 ppm: Max.40 % (n=12).
Preparar tres soluciones de muestras de API fortificadas con
los solventes residuales al nivel del LOQ/LOQp. 0 .
Preparar tres soluciones de muestras de API fortificadas con L%wgg'g %-1300
los solventes residuales al 100% de la concentracion objetivo. —QJQO o ’
X o %.
Preparar tres soluciones de muestras de API fortificadas con -9 RSD: Méx 30 %
Exactitud los solventes residuales al 120% de la concentracion objetivo. e ' '
gﬁgﬂ) Ilg:\?: goluuon de muestra de API sin fortificar como 9%Rec. promedio 100 %y
. ) . . 120 %: 75,0 % - 125,0 %.
Realizar una determinacion de cada preparacion. N
DR L, . - %RSD: Méax. 25 %
Calcular la recuperacion individual, la recuperacion promedio
y la desviacion estandar relativa a cada nivel.
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E\I;zm.ento_s, e Disefio experimental Criterio de aceptacion
alidacion
Limite de Analizar por sextuplicado una solucion de estandar preparada | - S/N promedio: Min. 10:1.
cuantificacion al nivel del LOQ/LOQp. -RSD (%): Méx. 15 %.
Limite de Analizar por triplicado una solucion de estandar diluyendo a ~SIN: Min. 21031
deteccion 1/3 la solucién preparada al nivel del LOQ/LOQp. T
Se define en el intervalo de concentraciones en el cual Desde el LOQ/LOQp hasta
Rango linealidad, precision y exactitud cumplen con el criterio de no menos del 120% del
aceptacion. limite USP <467>
E\If m.entqs, e Disefio experimental Criterio de aceptacion
alidacion
Solucién estandar y muestra: Preparar una solucion de estandar y
muestra de acuerdo a la metodologia analitica. Ajustar a las | - %Rec. Estandar: 90,0 %-
Estabilidad de condi_ciones de almacenamiento (envase primario) y temperatura | 110,0 %.
Soluciont (ambiente, heladera, GC etc). _ )
Calcular la recuperacion entre los resultados obtenidos (% &rea, | - %Rec. Muestra: 80,0 % -
% plp, etc) en cada tiempo de estabilidad (n), con respecto al 120,0%
tiempo inicial.
- Cumple con las condiciones
Condiciones de cambio recomendadas:? del System suitability.
(1) Temperatura de la columna: + 5°C. o .
Robustez (2) Velocidad de Flujo: + 10%. - YeRec.: aplicar los MISMOS
- - o L criterios que en el pardmetro de
(3) Cambio de columna: otra marca, similares caracteristicas. exactitud 2

! Este estudio normalmente es realizado si se usan soluciones recientemente preparadas y solamente si la
estabilidad de la solucion es una preocupacién.
2 Condiciones criticas de los factores del método en el método deberian ser evaluadas en el estudio de

robustez y actualizadas en el método. Variaciones de los factores del método deberian ser técnicamente

justificables.

3Por ejemplo, usando la muestra de precision, comparando los resultados de cada condicion de cambio vs la
condicién normal y cumple cualquier otro criterio de los atributos criticos definidos para el método.
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Tabla 11: Validacion de método de GC de solventes residuales en producto terminado

EIem_entqs, e Disefio experimental Criterio de aceptacion
Validacion
Adecuacion del Cumplir criterio de system
Sistema (System Realizar el system suitability en el método suitability o hacer la
suitability) justificacion necesaria
Analizar el diluyente, el placebo, APy otras fuentes de No se observan
Especificidad- interferencia si corresponde. interferencias del disolvente
Interferencia Inyectar cada solvente residual individual para identificacionsi | o la matriz o el activo con
corresponde. el/los analito/s de interés.
Preparar soluciones estandares de los solventes residuales en al
menos cinco niveles de concentraciones, cubriendo el rango
desde el limite de cuantificacion (LOQ/LOQp) hasta no menos
del 120 % del limite USP <467>. i
Linealidad Realizar una determinacion de cada preparacion por cada nivel. | I~ Min. 0,990.
Realizar el analisis de regresion lineal (respuesta vs
concentracion) y calcular el coeficiente de correlacion (r), la
interseccion con el eje Y (%), la pendiente y la suma del
cuadrado de los residuales.
Preparar tres soluciones de muestra de producto (o matriz:
placebo + API) fortificadas con los solventes residuales al nivel
del LOQ/LOQp.
Preparar tres soluciones de muestra de producto (o matriz: - %Rec. promedio
placebo + API) fortificadas con los solventes residuales al 100 LOQ/LOQp: 70,0%-130,0
% de la concentracidn objetivo. %.
Exactitud Preparar tres soluciqqes de muestra de producto _(o matriz: - %RSD: Méx. 30 %.
placebo + API) fortificadas con los solventes residuales al 120
% de la concentracion objetivo. - %Rec. promedio 100 %y
Preparar una solucién de muestra de producto (o matriz: placebo | 120 %: 75,0 % - 125,0 %.
+ API) sin fortificar, como control blanco. - %RSD: Méx. 25 %
Analizar cada solucién una vez. Calcular la recuperacion
individual, la recuperacion promedio y la desviacion estandar
relativa, a cada nivel.
W | he e e o | LOQILOG 120%5s
) limite de USP <467>.
aceptacion.
Preparar seis soluao_nes de Muestras de producto fortificadas 9% RSD para solventes >
con los solventes residuales aproximadamente al 100% de la Y _
D : - 1000 ppm: Mé&x.15 % (n=6).
Precision: concentracion objetivo. (;An:clllzarocada solucién una vez. 9% RSD para solventes 100-
Repetibilidad Calc_ular el promedio (% area, Y%p/p) vy la deSV|aC|or_1 estfandar 1000 ppm: Méx.20 % (n=6).
relativa de cada solvente residual para el total de determinaciones, —Qp—o
N=6. % RSD para solventes < 100
ppm: Méx.30 % (n=6).
Un segundo analista repetira el ensayo de Repetibilidad, en lo
Precision: posible en un dia diferente, usando un sistema y columna | Para cada analista,
Precision diferente. Ver Repetibilidad
intermedia Calcular el promedio (% area, % p/p) y la desviacion estandar | Para ambos analistas,
relativa de cada solvente residual, por cada analista, paran = 6.
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aceptacion.

EIem_entqs, e Disefio experimental Criterio de aceptacion
Validacion
Calcular el promedio (% area, % p/p) y la desviacion estandar - RSD (%) para solventes >
relativa de cada solvente residual, entre los analistas, paran=12. | 1000 ppm: Mé&x.25
%(n=12).
- RSD (%) para solventes
100-1000 ppm: Méax. 30 %
(n=12).
- RSD (%) para solventes <
100 ppm: Méx.40 % (n=12).
Limite de Analizar por sextuplicado una solucion de estandar preparadaal | - S/N promedio: Min. 10:1.
cuantificacion nivel del LOQ/LOQp. -RSD (%): Méx. 15 %.
Limite de Analizar por triplicado una solucion de estandar diluyendoa 1/3 | SIN: Min. 2:103:1.
deteccion la solucién preparada al nivel del LOQ/LOQp. T
Se define en el intervalo de concentraciones en el cual Desde el LOQ/LOQp hasta
Rango linealidad, precision y exactitud cumplen con el criterio de no menos del 120% del

limite USP <467>

Estabilidad de

Solucion estAndar y muestra: Preparar una solucién de estandar y
muestra de acuerdo a la metodologia analitica. Ajustar a las
condiciones de almacenamiento (envase primario) y temperatura
(ambiente, heladera, GC, etc).

- %Rec. Estandar: 90,0 %-
110,0 %.

(2) Velocidad de Flujo: + 10%.
(3) Cambio de columna: otra marca, similares caracteristicas.

H
Solucion Calcular la recuperacion entre los resultados obtenidos (% area, | - %Rec. Muestra: 80,0 % -
% p/p, etc) en cada tiempo de estabilidad (n), con respecto al 120,0%
tiempo inicial.
- Cumple con las condiciones
Condiciones de cambio recomendadas:? del System suitability.
Robustez (1) Temperatura de la columna: + 5°C. - 9%6Rec.: aplicar los mismos

criterios que en el pardmetro
de exactitud 3

! Este estudio normalmente es realizado si se usan soluciones recientemente preparadas y solamente si la
estabilidad de la solucién es una preocupacién.
Z Condiciones criticas de los factores del método en el método deberian ser evaluadas en el estudio de

robustez y actualizadas en el método. Variaciones de los factores del método deberian ser técnicamente

justificables.

3Por ejemplo, usando la muestra de precision, comparando los resultados de cada condicion de cambio vs la
condicién normal y cumple cualquier otro criterio de los atributos criticos definidos para el método.
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Tabla 12: Validaciéon de método de Distribucidn de tamafio de particulas

Elen_ment(_)lde Disefio experimental Criterio de aceptacion
Validacion
Reconstituir la cantidad de muestras suficientes con el P
solvente adecuado como para obtener la cantidad de ﬁé%%’%’? 15%, paran = 6,0
- . . . o : , \ =8,
suspension necesaria para realizar seis mediciones. Max30% para tamafios de particulas
Precision: Realizar las 6 mediciones a partir de una suspension menores a 10 pm.
Repetibilidad homogeénea. Para yso,
o % RSD: Méax. 10%, paran=60
. . particulas menores a 10 um.
de las seis mediciones.
Para cada analista:
Otro analista, repite el mismo procedimiento realizado | Ver Repetibilidad
por el primer analista en la ejecucion de Repetibilidad, | Para ambos analistas,
en un dia diferente. Para y10 (0 ¥g0),
Precision: Calcular los resultados individuales (310, x50 ¥ yo0), 105 | % RSD: Méx. 20 %, paran =12, 0
Precision resultados promedio de las seis muestras y calcular la | M&x.35% para tamafios de particulas
intermedia desviacion estandar relativa de las seis mediciones. menores a 10 um.
Calcular los resultados individuales (10, x50 Y ¥e0), 105 | Para yso,
resultados promedio de las seis muestras y calcular la | % RSD: Max. 15 %, paran =12, 0
desviacién estandar relativa de las doce mediciones. Max. 25 % para los tamafios de
particulas menores a 10 pm.
Para y10 (0 yo0),
% RSD: Méax. 20%, o0 Méax.30% para
Robustez Evaluar la estabilidad de la suspension de muestra a tamanos de particulas menores a 10
(Estabilidad de la diferentes tiempos preestablecidos manteniendo la g )
suspensién) suspensién en las condiciones normales del laboratorio —X@% RSD: Méx. 10% 0 Méx. 15% para
los tamafios de particulas menores a 10
pm.
Condiciones de cambio recomendadas: System suitability y resyltgdos de
- Cambio de velocidad de agitacion: + 500 rpm. muestra_s, cumplen el criterio de
. . = aceptacion.
Robustez - Cambio de porcentaje de obscuracion: + 5%. . -
; ; - - . En caso contrario, las condiciones
- Cambio de tiempo de sonicado: + 10 seg (si o
corresponde). especificas de robgstez deben/S(_er_
detalladas en el método de andlisis.

1 Examinar la muestra en un dispersante adecuado bajo el microscopio para asegurar la ausencia de
aglomerados. Esta examinacion también da una idea aproximada de la distribucién de tamafio de particulas en
la muestra. Si el microscopio tiene la capacidad de tomar fotografias, tomar las fotografias de la muestra y poner
al menos una fotografia de la muestra en el cuaderno de validacion del método. Si el microscopio no tiene la
capacidad de tomar fotografias, un segundo analista debe confirmar y documentar los resultados del primer

analista en el cuaderno.
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Parametros de . . Archivos
L Referencia Paginas -
Validacion Instrumentales

System name:
Proyect name:

Date Acquired:
Sample Set Name:
Method Set:
Processing Method:

Analista:
Especificidad
Cuaderno:

System name:
Proyect name:

Date Acquired:
Sample Set Name:
Method Set:
Processing Method:

Analista:
Linealidad
Cuaderno:

System name:
Proyect name:

Date Acquired:
Sample Set Name:
Method Set:
Processing Method:

Analista:
Exactitud
Cuaderno:

System name:
Proyect name:

Date Acquired:
Sample Set Name:
Method Set:
Processing Method:

Analista:
LOD-LOQ
Cuaderno:

System name:

Precision Analista: PDraot)e/eXtcgﬁ?r];'

Repetibilidad Sample Set Name:
p

Method Set:

Processing Method:

Cuaderno:

System name:
Proyect name:

Date Acquired:
Sample Set Name:
Method Set:
Processing Method:

Analista:
Precision Intermedia
Cuaderno:
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Parametros de
Validacion

Referencia

Paginas

Archivos
Instrumentales*

Estabilidad de las
soluciones

Analista:

Cuaderno:

System name:
Proyect name:

Date Acquired:
Sample Set Name:
Method Set:
Processing Method:

Sesgo del Filtro

Analista:

Cuaderno:

System name:
Proyect name:

Date Acquired:
Sample Set Name:
Method Set:
Processing Method:

Robustez: Cambios
de Parametros.

Analista:

Cuaderno:

System name:
Proyect name:

Date Acquired:
Sample Set Name:
Method Set:
Processing Method:

*N/A (No Aplica): para métodos no instrumentales y/o métodos instrumentales que no generan base

electrénica de datos.




