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RESUMEN

Las guias ICH mds recientes en el apartado Q incluyen el concepto de Calidad por Disefio (QbD) que queda definida como
un enfoque sistemdtico para el desarrollo que comienza con unos objetivos previamente definidos y que enfatiza la com-
prension de los productos y de los procesos, y el control del proceso basdndose en el rigor cientifico y en la gestion de riesgos
para la calidad.

Aunque en esta definicion no se menciona expresamente a los métodos analiticos, desde el afio 2007 ha habido autores
que han defendido la posibilidad de aplicar los principios de la QbD al desarrollo y validacion de métodos analiticos para
asegurar su precision intermedia y su robustez, especialmente en el dmbito de los métodos fisicos y fisico-quimicos relacio-
nados con el andlisis cuantitativo de medicamentos.

Sin embargo, en nuestra experiencia, el dmbito real de aplicacion de la QbD para métodos analiticos puede abarcar no
solo el andlisis cuantitativo de medicamentos, sino también otros métodos analiticos en los que se determinan otras pro- | Palabras Clove:
piedades, como es el caso de la citoferometria, modalidad especifica de electroforesis de células y particulas en suspension, abo

con la que es posible determinar la movilidad electroforética de eritrocitos normales y patolégicos.

Los datos del desarrollo original de un método citoferométrico realizado en 1988 se han reprocesado de acuerdo con los me’rodo unu!mco
o . . . citoferometria
principios QbD actuales, y se han comparado los resultados obtenidos con la metodologia tradicional y con la metodologia
QbD.
Keywords:

Con esta comparacion se demuestra que los resultados procesados siguiendo la QbD aportan un mayor conocimiento y
control del método citoferométrico, asi como una mayor flexibilidad en el manejo de los pardmetros fisicos y fisico-quimicos | QbD
necesarios y unas herramientas adecuadas para controlar las principales fuentes de variabilidad analitica. analytical method

cytopherometr
ABSTRACT iop i

Quality by Design (QbD) is defined as a systematic approach fo development that begins with predefined objectives and emphasizes
product and process understanding and process control, based on sound science and quality risk management, according to ICH Q section
guidelines definition.

Although this definition does not specifically mention analytical methods, since 2007 there have been authors who have defended the
possibility of applying the principles of QbD to the development and validation of analytical methods in order to ensure their ruggedness
and robustness, especially in the field of physical and physicochemical methods related fo the quantitative drug analysis.

However, in our experience, the real scope of application of QbD for analytical methods can include not only the quantitative analysis of
drugs, but also other analytical methods in which other properties are determined, such as cytoferometry, a specific type of cell and
particle suspension electrophoresis, with which it is possible to determine the electrophoretic mobility of normal and pathological eryth-
rocyfes.

Data of the original development of a cytopherometric method carried out in 1988 have been reprocessed according fo current QbD prin-
ciples, and the resulfs obtained with the traditional methodology and with the QbD methodology have been compared.

This comparison demonstrates that the results processed following QbD show an enhancement in the knowledge and control of the cyto-
pherometric method, giving more flexibility on physical and physico-chemical parameters management and appropriate fools to control
the principal sources of analytical variability.

Aplicacion de la calidad por disefio (QbD) en el desarrollo de un método de analisis de eritro-
citos humanos por citoferometria: comparacion con la metodologia de desarrollo tradicional m
Fernando Ferrandiz Vindel



1. INTRODUCCION

No cabe duda de que lo que nos ha ocurrido a todos con
la pandemia y lo que ocurre en el dia a dia del trabajo analitico
estd gobernado por la sorpresa. En el dmbito analitico es la sorpresa
de obtener resultados no esperados ya sea dentro de especificaciones
o fuera, ya sea dentro de expectativas o fuera.

Y esa sorpresa necesariamente lleva a la necesidad de ob-
tener soluciones lo antes posible. El tiempo es fundamental y debe
ademds llevar implicita la sequridad de que la solucion es la ade-
cwada.

Desde que empecé a trabajar en el Laboratorio de Técni-
cas instrumentales y a lo largo de los afios transcurridos en mi ac-
tividad profesional, he ido obteniendo resultados analiticos que,
como digo, no siempre son los esperados. Esta situacion conlleva
una serie de preguntas como las siguientes:

*  iCudles son los resultados analiticos que se acercan mds
a la verdad? éLos esperados o los obtenidos?

*  Sihay discrepancia entre resultados obtenidos en ensayos
repetidos siguiendo los mismos pasos analiticos, écudl es la
causa de dicha discrepancia?

*  iQué hacer ante valores analiticos fuera de especificacio-
nes o fuera de expectativas?

*  En general, épodemos estar seguros de la validez de los
resultados analiticos incluso cuando estdn dentro de los limites
de normalidad?
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Desgraciadamente, la mayoria de esas preguntas no tie-
nen respuesta o, por lo menos, una respuesta inequivoca, pero, en
su momento, me estimularon a entrar en el mundo de la validacion
analitica como herramienta para reducir a limites razonables los
errores en los laboratorios analiticos y a estar permanentemente
en contacto con la evolucion de la normativa que se ha ido gene-
rando a este respecto.

2. LAICHY SUS GUIAS DE CALIDAD

La armonizacion de los requisitos reglamentarios, tan ne-
cesaria en el dmbito de la industria farmacéutica, fue iniciada por
la Comunidad Europea (CE), en la década de 1980 (1), ya que la
CE (actualmente Union Europea) se movid hacia el desarrollo de un
mercado Onico de los productos farmacéuticos. El éxito obtenido en
Europa demostrd que la armonizacion era factible por lo que se em-
pezaron a mantener conversaciones multilaterales entre Europa,
Japon y los EE.UU. sobre las posibilidades de armonizacion.

Sin embargo, hasta 1989 no empez6 a materializarse nin-
gun plan de accion especifico, lo que ocurri6 en la Conferencia de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de Autoridades Regu-
ladoras de Medicamentos (ICDRA) de Paris. Poco después, las au-
toridades se reunieron en el seno de la International Federation of
Pharmaceutical Manufacturers and Associations (IFPMA) para dis-
cutir una iniciativa conjunta de regulacion internacional armonizada
de la industria farmacéutica.

TIPO DE PROCEDIMIENTO ANALITICO
Identificacion Ensayo de impurezas Yaloracién
Caraderisticos
Cuantitativo Limite i,
Contenido / potencia
Exaditud - e » =0
Repetiidod + s +
Predision e
Predisidn * .
intermedia +0 B +0
Especialidad (") + + + T
Limite de deteccion - = + -
Limite de cuantificacion - L . -
Linealidad 4 = 5 % +
Intervalo - + - 4

- esta caracteristica no se evalGa normalmente
+ esta caracteristica se evalda normalmente

*

**|a falta de ESPECIFICIDAD podrd compensarse con ofro procedimiento

*okok

puede necesitarse en algunos casos

en caso de que hayan realizado las pruebas de reproductibilidad, no es necesaria la precision

Figura 1: pardmetros evaluados segdn la guia ICH Q2(R1)
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El nacimiento de la ICH (actualmente International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use) tuvo lugar en una reunion organizada por la Eu-
ropean Federation of Pharmaceutical Industries and Associations
(EFPIA) en Bruselas en abril de 1990 en la que los representantes
de las agencias reguladoras y las asociaciones industriales de Eu-
ropa, Japon y los EE.UU. discutieron las implicaciones y los términos
de referencia mds amplios de la ICH. En la primera reunion del Co-
mité Directivo de la ICH se decidié que los temas seleccionados para
la armonizacion se dividirian en Seguridad, Calidad y Eficacia para
reflejar los tres criterios que sirven de base para la aprobacion y
autorizacion nuevos medicamentos, siendo las guias encuadradas
en el campo de la Calidad (codificadas con la letra Q) las que mds
interesan desde el punto de vista del andlisis de los medicamentos.

2.1. La gvia ICH Q2

Dentro de la categoria Q, una de las guias ICH con mayor
solera es la Q2-Validacion Analitica (2), finalizada y emitida en oc-
tubre de 1994 como “Guia Q2A-Texto”, y que identifica los pardme-
tros necesarios para la validacion de métodos analiticos, incluyendo
también las caracteristicas que deben ser tenidas en cuenta durante
la validacion de los procedimientos analiticos que vayan a formar
parte de las solicitudes de registro.

De forma andloga, en noviembre de 1996 se emitio la
“Guia Q2B-Metodologia”, en la que se incluyeron las pruebas ex-
perimentales requeridas, junto con su interpretacion estadistica,
para la validacion de los procedimientos analiticos. En noviembre
de 2005 se fusionaron ambas guias en un Gnico texto rebautizado
como Q2 (R1), sin ningin cambio en el contenido de las dos direc-
trices originales.

En la figura 1 se muestran las caracteristicas o pardmetros
que deben ser evaluados durante la validacion de diferentes tipos
de métodos analiticos, de acverdo con la guia Q2 (R1).

Esta lista no es exhaustiva ya que es de destacar que otras
caracteristicas fundamentales, como la Robustez, no aparecen en la
tabla, si bien la guia indica claramente que este tipo de pardmetros
deben ser tenidos en cuenta durante el desarrollo de un método
analitico.

A pesar de este tipo de carencias, el contenido de la guia
estd plenamente incorporado a las Farmacopeas y guias oficiales
mds importantes, lo que hace que la validacion de un método ana-
litico sea de facto y de iure, un requisito legal imprescindible en
cwalquier solicitud de registro.

Esta situacion tiene, como principal ventaja, la homoge-
nizacion global de prdcticas de validacion, con el consiguiente reco-
nocimiento por parte de las diferentes Autoridades Sanitarias. Sin
embargo, la presencia en las guias de una lista de caracteristicas

§

®

como las de la figura anterior, agravada por la extendida costumbre
de utilizar como definitivos unos criterios de aceptacion generales re-
comendados para cada uno de dichas caracteristicas, en muchos casos
ha convertido el ejercicio de validacion basada en la guia ICH Q2 (R1)
en una especie de “formulario” que hay que rellenar, sin que con ello
se llegue a un conocimiento profundo del funcionamiento de los mé-
todos analiticos y de los factores internos y externos que pueden afectar
a los resultados obtenidos.

Esto resulta especialmente importante cuando se obtienen
resultados analiticos atipicos o fuera de especificaciones (00S) ya que,
en el entorno de las Normas de Correcta Fabricacion, estos resultados
no se pueden descartar sin haber efectuado una investigacion de la-
boratorio cuyo objeto es conocer su “causa raiz”, es decir, intentando
identificar y corregir las causas profundas de los acontecimientos, en
lugar de tratar simplemente sus sintomas.

Es evidente que la investigacion de laboratorio puede llegar
aindicar que, desde el punto de vista analitico, el resultado sea correcto
y que, por lo tanto, se haya puesto de manifiesto un problema en la
muestra analizada. Pero también puede darse el caso de que la “causa
raiz” esté en la propia metodologia analitica y que, como consecuencia,
haya que poner en marcha acciones correctivas y preventivas que im-
pidan, o reduzcan de forma significativa, que el error analitico vuelva
a producirse. En muchos casos, estas acciones pasan por una modifi-
cacion del método lo que resulta especialmente grave si se ven afecta-
dos pardmetros operativos validados segin la ICH e incluidos en los
correspondientes dosieres de registros lo que, consecuentemente,
obliga a presentar variaciones ante las Autoridades Sanitarias, con la
consiguiente pérdida de tiempo y de confianza en los resultados ana-
liticos obtenidos hasta ese momento.

2.2. Nuevas guias ICH y la calidad por disefio
Alo largo del tiempo, los trabajos de la ICH en el dmbito de

la calidad han dado como resultado mds guias que han proporcionado
una nueva dimension tanto al proceso de desarrollo de los medica-
mentos como al de la produccion. Estas guias son las siguientes:

* Q8 (R2): PHARMACEUTICAL DEVELOPMENT (Step 5), de

agosto de 2009 (3)

* Q9: QUALITY RISK MANAGEMENT (Step 5) de noviembre de

2005 (4)

* Q10: PHARMACEUTICAL QUALITY SYSTEM (Step 5) de junio

de 2008 (5)

* Q11: DEVELOPMENT AND MANUFACTURE OF DRUG SUBS-

TANCES (CHEMICAL ENTITIES AND BIOTECHNOLOGICAL/BIOLO-

GICAL ENTITIES) (Step 5) de mayo de 2012 (6)

* Q12: TECHNICAL AND REGULATORY CONSIDERATIONS FOR

PHARMACEUTICAL PRODUCT LIFECYCLE MANAGEMENT (Step 5)

de noviembre de 2019 (7)

Aplicacion de la calidad por disefio (QbD) en el desarrollo de un método de analisis de eritro-

citos humanos por citoferometria: comparacion con la metodologia de desarrollo tradicional
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Figura 2: ndmero de publicaciones sobre QbD en métodos analiticos (2005-2019)

* Q13: CONTINUOUS MANUFACTURING OF DRUG SUBSTAN-
CES AND DRUG PRODUCTS (Step 1) de noviembre de 2018
(8)

* 14: ANALYTICAL PROCEDURE DEVELOPMENT GUIDELINE
(Step1) de noviembre de 2018 (9).

Llamo la atencion sobre estas dos tltimas guias por estar
adn en fase de desarrollo y sobre la revision de la Q2 (R1) que se
estd llevando en paralelo.

Segn indica el Expert Working Group encargado de estas
tareas “El alcance de la revisién de la guia Q2 (R1) incluird princi-
pios de validacion que cubren el uso analitico de datos espectros-
cGpicos o de espectrometria (por ejemplo, NIR, Raman, NMR o MS)
(...). Estas pautas propuestas (Q2 (R2) y Q14) estdn destinadas a
complementar las guias ICH de la Q8 a la Q12, asi como la guia
Q13 para la fabricacién continua, actvalmente en Step 1"9).

Con respecto a la guia Q14 (9), el mencionado grupo in-
dica que “Esta nueva directriz estd destinada a mejorar la comuni-
cacion regulatoria entre la industria y los reguladores y facilitar una
aprobacién mds eficiente, sélida basada en los riesgos y en la cien-
cia, asi como la gestién de cambios analiticos posteriores a la apro-
bacién”,

Es importante destacar que estamos en un momento muy
interesante ya que, segun el plan de trabajo publicado, estd previsto
que se abra un periodo de consulta piblica a partir de enero de
2021 que permitird no sélo verificar si se ratifica el proceso de
desarrollo y validacion de métodos analiticos que se describe a con-
tinuacion, sino poder participar directamente en la redaccion final
de las guias.

En estas guias, la Calidad por Disefio (QbD) viene definida
como un “enfoque sistemadtico que comienza con unos objetivos pre-

viamente definidos y que enfatiza la comprensién de los productos
y de los procesos, y el control del proceso basdndose en el rigor cien-
tifico y en la gestién de riesgos para la calidad”. Esta definicion ya
estd incluida en el Anexo 15 de las Normas de Correcta Fabricacion
(NCF) (10).

Como se puede observar, hasta ahora la QbD ha ido clo-
ramente enfocada a los procesos productivos desde la fase de
desarrollo, pero en ningin caso las guias actualmente en vigor men-
cionan expresamente a los métodos analiticos, explicando asi la ne-
cesidad de la guia Q14 y la actualizacion de la Q2(RT).

Sin embargo, ya en el aiio 2007, Borman et al. (11) indi-
caban que existia la posibilidad de aplicar los principios de la QbD
al desarrollo y validacion de métodos analiticos para asegurar su
precision intermedia y su robustez (incluyendo las de la tecnologia
analitica de procesos — PAT), tal como se define en la guia ICH
Q2(R1) y en la USP,y proponian una metodologia que se estd apli-
cando cada vez con mayor frecuencia. Hay que indicar que los mé-
todos oficiales de Farmacopeas y los métodos microbioldgicos
quedan excluidos de esta metodologia.

En cualquier caso, cabe destacar que hay autores (12) que
hablan de Validacion de Métodos por Disefio (Method Validation
by Design— MVbD) y que citan iniciativas presentadas a la FDA en
el dmbito del proyecto “Pharmaceutical Quality for the 21st Century.
A Risk-Based Approach” (13), como puede ser el documento “Li-
fecycle Management of Analytical Procedures: Method Development,
Procedure Performance Qualification and Procedure Performance
Verification” emitido en septiembre de 2013, por un comité de la
USP creado al efecto.

En definitiva, se trata de una herramienta de desarrollo
cuyo interés en la comunidad cientifica va incrementdndose con el

Application of quality by design (QbD) approach to the development of a cytopherometric analy-
m tical method of human red blood cells: comparison with traditional development methodology
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tiempo. Como aportacion personal, la figura 2 muestra una pe-
queiia revision bibliogrdfica que cubre desde el afio 2005 al afio
2019, utilizando bases de datos habituales como Embase, Medline,
Pubmed o American Chemical Society (14-25).

De su observacion resulta evidente el incremento del nd-
mero de trabajos cientificos posterior a la publicacion de las Guias
ICH @8, Q10 y Q11, aunque resultan llamativas las publicaciones
pioneras del aio 2007, de autores pertenecientes al laboratorio en
el que desarrollo mi actividad profesional, y que coinciden con la
puesta en marcha de una guia interna de manejo de la QbD en el
desarrollo y validacion de métodos analiticos.

Queda pendiente por ver si la metodologia que se describa
en la nueva guia Q14 y la actualizacion de la Q2(R1) recoge los en-
foques cientificos del desarrollo de procedimientos analitico utili-
zados hasta ahora, uno de los cuales, quizd el mds empleado, es el
que se describe a continuacion.

3. APLICACION DE LA QbD. EL METODO ANALITICO COMO
PROCESO PRODUCTIVO

El primer paso para la aplicacion de la QbD en el desarro-
llo y validacion de un método analitico es considerarlo como un con-
junto de operaciones secuenciales (preparacion de la muestra objeto
de andlisis, metodologia instrumental, calibracion, definicion de re-
sultados y de especificaciones, etc.) que, partiendo de una “entra-
das” (inputs) permiten la obtencion de unas “salidas” (oufputs) o,
en ofros términos, la obtencion de unos “productos” — los resultados
analiticos — que deben cumplir unas especificaciones para conside-
rarlos vdlidos per se, independientemente de las consecuencias a
las que puedan dar lugar (por ejemplo, la aceptacion o el rechazo
de un lofe de un medicamento).

En este sentido, como cualquier proceso productivo, la eje-
cucion de un método analitico estd sujeto a la influencia de factores
externos que pueden dar lugar a que los resultados no sean vdlidos
per se y que su utilizacion conlleve una decision errdnea.

La esencia de la QbD es el conocimiento de esos factores ex-
ternos y de sus efectos e interacciones, lo que, en principio se plantea
como una tarea casi inabarcable si se intentan conocer todos los posi-
bles factores y todas las posibles interacciones. Es lo que se denomina
el Espacio de Conocimiento que, en una primera aproximacion, puede
ayudar a definir qué partes de ese espacio tienen un efecto negativo
sobre un determinado método analitico.

Sin embargo, desde un punto de vista de desarrollo y to-
mando como base el conocimiento existente, es mucho mds otil definir
el Espacio de Disefio, es decir, el que contiene la suma de todos los
factores que dan lugar a unas condiciones aceptables en cuanto a sus
efectos sobre el método analitico.

Finalmente, desde un punto de vista pragmatico, el objetivo
final es el de definir el Espacio de Control, que se puede mover dentro
del Espacio de Disefio, y que es el que delimita las condiciones opera-
tivas normales en la ejecucion de un método analitico.

Aunque, en general, los Espacios de Conocimiento, Disefio y
Control son combinaciones e interacciones multidimensionales de los
factores considerados, la figura 3 describe, de manera grdfica y en tres
dimensiones, las relaciones entre estos tres Espacios.

La aplicacion de la QbD, por lo tanto, permite obtener evi-
dencias cientificas del desarrollo de métodos robustos, capaces de re-
sistir la influencia de esos factores externos, es decir, de producir datos
de calidad de forma consistente, siempre que el Espacio de Control se
mueva dentro del Espacio de Disefio.

Para ello, la metodologia de la QbD se basa en los siguientes
cuatro pasos secuenciales:

a) Definicion del disefio
b) Seleccion del disefio
¢) Definicion de control
d) Verificacion del control

ESPACIO DE DISENO
Suma de todas las condiciones

aceptabl

MODR (Method Operable Design Region)

ESPACIO

Sumade to

condiciones oper
normales.

ESPACIO DE CONOCIMIENTO
Todo lo que se podria hacer

'ACIO DE CONOCIMIENTO
investigada que no cumple
requisitos de disefio

Se puede mover dentro
del Espacio de Disenio.

Figura 3: Espacio de Conocimiento, Espacio de Diseio y Espacio de Control segin QbD
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analitica (inglés)
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Analytical Target

Cuantificacién exacta de un APl sin

Profile (ATP) Perfil Analitico Diana imerferei;n:::u c‘l;:' ::i'rjondums de
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Critical Method > ; Precision, exactitud, linealidad,
Attributes (CMA) Atfibutgs rithos del Nesouo resolucin, factor de simetria
Control Strategy Estrategia de Control pH=0,1; A£2nm

Figura 4: terminologia QbD analitica.

3.1. Definicion del disefio

Es evidente que el primer paso debe ser el propdsito del
método analitico (14), distinguiendo, por ejemplo, si se trata de un
método que se va a utilizar para la liberacion de lotes o para co-
racterizar un producto, y teniendo daro cudl es el perfil de calidad
del objeto de andlisis (QTPP) y sus atributos criticos de calidad (CQA)
segun la guia ICH Q8 (R2), incluyendo las especificaciones del pro-
ducto ya que son éstas las que definen el perfil analitico del método
(Analytical Target Profile o ATP, andlogo al QTPP en terminologia
ICH) y no al contrario (17).

En términos generales, la terminologia QbD en el dmbito
analitico puede resumirse conforme a lo indicado en la figura 4.

Para construir el ATP es necesario deferminar los indica-
dores del comportamiento del método analitico (sus CMA), que no
son otros que los pardmetros tradicionalmente utilizados en la va-
lidacion analitica (precision, exactitud, linealidad, efc.), pero, sobre
todo, hay que determinar los criterios de aceptacion aplicables a
cada uno de los indicadores en funcion del objeto de andlisis (18)
para que el método desarrollado y validado se ajuste a su propasito
(fit-to-purpose).

Si se estudian con detalle los CMA con el fin de asignarles
triterios de aceptacion, se observa que hay dos grupos daramente
diferenciados:

Atributos cuya naturaleza matematico-estadistica o cuyo
origen instrumental permite la asignacion de criterios de aceptacion
a priori (y en cierto modo, independiente del objeto de andlisis);

Atributos para los que es necesario conocer las caracteris-
ticas del producto objeto de andlisis antes de asignar criterios de
aceptacion.

En la tabla 1 se detallan los componentes de los dos gru-
pos.

Por citar un ejemplo, supongamos que se quiere establecer
el criterio de aceptacion de un ensayo de repefitividad, lo que im-

plica asignar un valor numérico al Coeficiente de Variacion (%CV).
Para ello, es posible utilizar la relacién precision-tolerancia (P/TOL),
definida por la siguiente formula:

P/TOL = 6ométodo/(Limite superior — Limite inferior)
donde O es la desviacion estandar del método analitico.

Generalmente se considera que, si P/TOL es menor o igual
a 0,3, la precision del método es aceptable, pero si P/TOL es mayor
que 0,3, dicha precision es inaceptable.

Sin embargo, no es este el punto final del proceso ya que
sus implicaciones se extienden también al equipo instrumental que
se pretenda utilizar, toda vez que no serd adecuado el empleo de
un equipo cuya precision sea peor que el mencionado Coeficiente
de Variacion.

En definitiva, la gran revolucion de la definicion del di-
sefio, como primer paso en la aplicacion de la QbD en el desarrollo
y validacion de métodos analiticos, consiste en condicionar todos los
elementos que intervienen en el andlisis a las caracteristicas del me-
dicamento que se pretende analizar, partiendo de los limites supe-
rior e inferior obtenidos a partir de los ensayos clinicos.

3.2. Seleccion del diseio

Describir la seleccion del disefio es equivalente a describir
el desarrollo del proceso analitico en si.

Es evidente que, al definir el disefio conforme a lo indicado
en el apartado anterior, el desarrollador tiene en mente una técnica
instrumental concreta, pero no la forma de realizar cada uno de los
pasos del andlisis, empezando por la preparacion de las muestras
y acabando con la expresion de los resultados finales. Por ello, es
conveniente utilizar esquemas de trabajo secuenciales que cubran
los siguientes puntos, siempre que sean aplicables:
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- Tipo de equipo instrumental

- Condiciones ambientales

- Materiales y reactivos

- Preparacion de las muestras

- Sistema de introduccion de las muestras preparadas

en el equipo instrumental

- Condiciones operativas del equipo instrumental

- Sistema de deteccion

- Sistema de obtencion y proceso de datos

Obviamente, no se trata sélo de realizar un ejercicio te6-

rico ya que cada uno de los puntos anteriores debe ir acompaiiado
del correspondiente trabajo experimental, como tradicionalmente
se ha realizado a lo largo de la historia. La diferencia con la apli-
cacion de la QbD estriba en que se debe tener siempre presente el
ATP para aceptar o descartar los resultados obtenidos durante el
desarrollo analitico, si bien, dependiendo del estadio de dicho des-
arrollo y del tipo de andlisis, no es necesario tener en cuenta todos
los pardmetros que definen el ATP. En este sentido, si se trata de un
ensayo de valoracion del componente principal de un medicamento,
se puede obviar la precision intermedia, la reproducibilidad, el in-
tervalo y los limites de deteccion y cuantificacion, ademads de la ro-
bustez, en las fases iniciales de desarrollo, incorporando estos
pardmetros en las fases finales. Algo parecido ocurre en las fases
iniciales del desarrollo de un método de andlisis cuantitativo de im-
purezas, para el que, ademds de los anteriores, se debe incorporar
el limite de cuantificacion en las fases finales (19).

3.3. Definicion de control

Describir la definicion de control es equivalente a realizar
una evaluacion de riesgos durante el desarrollo del proceso anali-
tico, evaluacion que necesariamente debe comenzar con la enume-
racion de todos los posibles factores que pueden afectar al ATP, tanto
en un sentido positivo como negativo. Estos son los denominados
“Pardmetros Criticos del Método” o CMP, andlogos a los “Pardmetros

Criticos del Proceso” o CPP descritos en la guia ICH Q8.

La utilizacion de experiencias previas en el desarrollo de
otros métodos analiticos, la bibliografia disponible y, especialmente,
las opiniones de analistas experimentados (voice of the customer)
deben ser las fuentes utilizadas para la obtencion de una lista bruta
de los CMP anteriormente mencionados. Esa lista bruta define el
Espacio de Conocimiento que, como ya se ha indicado anterior-
mente, no es viable como tal salvo como punto de partida para la
definicion del Espacio de Disefio, mediante una labor de clasificacion
razonada y sistemdtica de los pardmetros considerados.

Para ello, el primer paso consiste en tener en cuenta los
puntos descritos en el apartado anterior como componentes de un
esquema de trabajo secuencial para el desarrollo de un proceso
analitico, ya que no son casuales. Responden a una estrategia ne-
cesaria para la definicion de control ya que en cada uno de ellos
deben encuadrarse los CMP que pueden influir en el comporta-
miento de un método analitico en desarrollo. Asi habrd pardmetros
relacionados las condiciones ambientales, otros relacionados con la
preparacion de las muestras, u otros relacionados con las condiciones
operativas del equipo instrumental.

En todo caso, la lista de CMP considerados en cada apar-
tado debe ser lo mds exhaustiva posible, huyendo de listados pre-
fabricados similares a formularios, que podrian llevar a no tomar
en consideracion algin pardmetro verdaderamente importante.
Ademds, la cantidad y variedad de CMP hace necesario el uso de
herramientas de permitan ordenarlos y dasificarlos, por lo que es
frecuente el uso de un diagrama de Ishikawa.

Sin embargo, la mera enumeracion de CMP no es sufi-
ciente para definir el control, toda vez que la influencia de cada uno
de ellos no es uniforme. Asi habrd fundamentalmente tres tipos de
pardmetros, denominados factores en esta clasificacion:

a) Factores que generan un cierto “ruido” en los resul-
tados analiticos, denominados facfores N, y que estdn

QbD EVALUACION DE RIESGOS

Pardmetros
(Influentia desconodida)

T ]

| MatrizdePriorizadon |

|

| Diseiio de Experimentos |

|

Determinacion de los Pardmetros
influyentesy los intervalos
aceptables

ROBUSTEZ

,N

| Factores - Ruido |

FMEA
{Falivre Mode Effect Analysis)
|
MSA
(Mesure System Analysis)

Estimacin de la variabilidad
aleatoria y de su origen

VIQIWHILNI NOISIDINA

| ObD Métodos Analiticos ]

Figura 5: evaluacién de riesgos en el desarrollo de métodos analiticos segin QbD
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relacionados con la precision intermedia;

b) Factores que producen un efecto sustancial sobre los

resultados analiticos, pero cuya cuantificacion en tér-

minos de efectos y de los intervalos aceptables es des-

conocida. Se denominan factores Xy estdn relacionados

con la robustez;

¢) Factores que, durante la ejecucion del andlisis, deben

estar controlados para no producir ningin efecto. Se

denominan factores C

Cada uno de estos tipos de factores tiene un tratamiento

distinto, tanto desde el punto de vista del andlisis de riesgos y de-
terminacion de los mds influyentes, como desde el punto de vista
estadistico, tal como puede observarse en la figura 5.

FACTORES X — ROBUSTEZ

Son los primeros factores que hay que estudiar, ya que de
su estudio se desprenden las condiciones operativas mds adecuadas
en primera instancia para ejecutar el procedimiento analitico.

La herramienta mds Gtil para el andlisis de riesgos es la
denominada Matriz de Priorizacion, basada en la asignacion de un
valor numérico previamente definido al efecto o impacto de cada
factor sobre cada uno de los CMA.

Una vez finalizado el andlisis de riesgos, la herramienta
estadistica mds adecuada para su andlisis es el Disefio de Experi-
mentos (DoE), que es un modelo estadistico cldsico cuyo objetivo es
averiguar si unos deferminados factores influyen en una respuesta
de interés y, en caso de existir, cuantificar dicha influencia.

FACTORES N — PRECISION INTERMEDIA

El estudio de los factores N debe realizarse tras finalizar
el estudio de los factores Xy, al igual que con estos, debe comenzar
con una farea de dlasificacion de aquellos que presentan un mayor
riesgo para la precision intermedia en caso de fallo.

La herramienta mds util es el Andlisis Modal de Fallos y
Efectos, mds conocida por sus siglas en inglés FMEA (Failure Mode
Effect Analysis). La metodologia para la realizacion de un FMEA es-
tablece las siguientes etapas:

1. Identificacion de Riesgos: Identificacion de fallos ( ha-
zards) y determinacion de consecuencias para cada uno de los fac-
tores N.

2. Estimacion del riesgo para cada uno de los fallos de

tecta dos:

- Gravedad
- Probabilidad del fallo
- (lasificacion del riesgo
- Prioridad del riesgo
3. Evaluacion del riesgo y establecimiento de las medidas

. ANAlESI
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de control necesarias para reducirlo.

La gravedad evalda el impacto, en caso de que el fallo su-
ceda, sobre la calidad de los resultados analiticos, en este caso en
cuanto a la precision intermedia (o indirectamente sobre la
calidad/seguridad/eficacia del producto), de manera que se esta-
blecen cinco niveles:

CATASTROFICO (nivel 5): Impacto directo sobre la calidad
de los resultados analiticos, que suponga una amenaza grave y no
evitable para las decisiones sobre la calidad/seguridad/eficacia del
producto.

ALTO (nivel 4): Impacto directo sobre la calidad de los re-
sultados analiticos, que suponga una amenaza grave y evitable para
las decisiones sobre la calidad/seguridady/eficacia del producto.

MEDIO (nivel 3): Impacto indirecto sobre la calidad de los
resultados analiticos, que suponga una amenaza grave y no evitable
para las decisiones sobre la calidad/sequridad/eficacia del producto.

BAJO (nivel 2): Impacto indirecto sobre la calidad de los
resultados analiticos, que suponga una amenaza grave y evitable
para las decisiones sobre la calidad/seguridad/eficacia del producto.

INSIGNIFICANTE (nivel 1): Ausencia de impacto.

Por otra parte, se evalia la probabilidad de que el fallo suceda con
criterios cualitativos, estableciendo los siguientes cinco niveles:

CASI SEGURA (nivel 5)

PROBABLE (nivel 4)

POSIBLE (nivel 3)

IMPROBABLE (nivel 2)

CASI NULA (nivel 1)

A partir de la probabilidad de que suceda el fallo y su im-
pacto, se determina el riesgo asociado a cada uno de los fallos po-
sibles.

Una vez finalizado el andlisis de riesgos, y utilizando
aquellos con riesgos altos y medios, la herramienta estadistica mds
adecuada para su andlisis es el Andlisis del Sistema de Medida, mds
conocido por sus siglas MSA (Measurement System Analysis) que,
partiendo de un diseiio de ANOVA, permite no sélo conocer el grado
de dispersion de los valores analiticos, sino también el porcentaje
relativo de aportacion de cada uno de los factores a la variabilidad
total. Al analizar dichos valores, se pueden dar dos circunstancias:

Que la mayor contribucion corresponda a las muestras
analizadas lo que indica que el método analitico es adecuado y per-
mite la discriminacion de muestras de diferente origen;

Que la mayor contribucion corresponda a los factores ana-
liticos (analista o equipo instrumental), lo que obliga a poner en
marcha acciones correctivas conforme al FMEA.
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ESTABLECIMIENTO FINAL DE LA DEFINICION DE CONTROL

Alo largo del estudio de los factores X y de los factores N,
puede darse la circunstancia de que los resultados obtenidos no sean
todo lo satisfactorios que cabria esperar.

Asi puede ocurrir que el DoE no muestre cambios signifi-
cativos en deferminadas respuestas (por ejemplo, obteniendo su-
perficies de respuesta planas) o que el MSA muestre que, a pesar
de poner en marcha acciones correctivas se siga observando que los
factores analiticos tienen porcentajes de aportacion elevados.

Normalmente esto significa que muy probablemente se
ha considerado como factor N uno que debia haber sido clasificado
como factor X y viceversa, por lo que serd conveniente rehacer la
clasificacion y repetir algunos de los ensayos en las nuevas condi-
ciones.

En cualquier caso, es absolutamente imprescindible que
todos los factores enumerados en el primer paso de la definicion de
control hayan tenido algun tratamiento, bien en el estudio de la ro-
bustez, bien en el estudio de la precision intermedia. Una vez rea-
lizada la verificacion correspondiente, denominada también
“Procedure Performance Qualification” y que requiere un protocolo
de trabajo previamente definido, se podrd pasar a expresar de ma-
nera completa el Espacio de Disefo que, en el caso de métodos ana-
liticos, se denomina “Method Operable Design Region” o MODR.

4. VERIFICACION DEL CONTROL

Una vez completadas las fases anteriores, e incluido el
método en el dossier de registro, hay que mantener el estado de
validacion de forma permanente en su utilizacion habitual. Para

ello, lo mds frecuente es hacer ensayos de idoneidad del sistema
(system suitability) e forma periddica utilizando patrones analiticos
o muestras completamente caracterizadas, es decir, con todas sus
caracteristicas conocidas en cuanto a identidad, composicion o pu-
reza. En este sentido, la frecuencia de realizacion podrd depender
del uso al que esté destinado el método analitico y, por lo tanto, la
criticidad de las decisiones que se puedan tomar a partir de los re-
sultados obtenidos en un andlisis con dicho método (por ejemplo,
|a liberacion o el rechazo de un lote de medicamento para uso hu-
mano), pero en ningn caso se podrdn obviar los resultados de los
ensayos de idoneidad que deberdn ser significativamente parecidos
a los obtenidos durante la fase de desarrollo y validacion, desde el
punto de vista estadistico.

Por lo tanto, cualquier desviacion implicard una investi-
gacion de laboratorio y las correspondientes acciones correctivas y,
en su caso, preventivas. Si estas requieren la modificacion de las
condiciones operativas, habrd que verificar si dichas condiciones se
mantienen dentro del Espacio de Diseio, en cuyo caso no serd ne-
cesario llevar a cabo ninguna revalidacion ni modificacion del re-
gistro original. Obviamente, si las nuevas condiciones operativas se
salen del Espacio de Diseio, habrd que repetir los pasos anteriores
para definir uno nuevo con la consiguiente presentacion de una va-
riacion del registro ante las Autoridades Sanitarias.

5. APLICACION DE LA QbD FUERA DEL AMBITO DEL ANALISIS
DE MEDICAMENTOS

Llegados a este punto en la descripcion de la aplicacion
de la QbD en el desarrollo y validacion de métodos analiticos, cabe
plantearse dos preguntas:

Electrodos

Sistema de medida

Fuente de alimentacion

Figura 6: citoferdmetro
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e (Esposible aplicar la QbD fuera del dmbito del andlisis de
medicamentos?
e (Qué aporta un desarrollo analitico siguiendo QbD frente

a la metodologia tradicional?

La respuesta a la primera pregunta es obvia ya que no
existe ningdn impedimento regulatorio para la aplicacion de QbD,
siempre que se trate del desarrollo de un método analitico fisico o
fisico-quimico.

Por otra parte, en nuestra experiencia, podemos afirmar
que el dmbito real de aplicacion de la QbD para métodos analiticos
puede abarcar no slo el andlisis cuantitativo de medicamentos, sino
también otros métodos analiticos en los que se determinan otras
propiedades. Tal es el caso de la citoferometria, modalidad de elec-
troforesis de células y particulas en suspension, con la que es posible
determinar la movilidad electroforética de eritrocitos normales y pa-
toldgicos, entre otras muestras.

Esta afirmacion estd basada en una serie de trabajos de
validacion de un programa informdtico desarrollado “ad hoc” en
la fase PQ (Process Qualification o Cualificacion de Proceso) segin
la Guia GAMP 5 (26). En estos trabajos se reprocesaron datos del
desarrollo original de un método citoferométrico realizado a partir
del afio 1986 como parte de mi tesis doctoral, de acuerdo con los
principios QbD actuales de manera que fuera posible verificar el co-
rrecto funcionamiento del programa informdtico.

Los datos analiticos originales se obtuvieron con un cito-
ferometro Zeiss, equipo instrumental que se muestra en la figura 6
y que consta de las siguientes partes:

*  Un microscopio de eje ptico horizontal, uno de cuyos
oculares presenta una lente reticulada que permite
medir el tiempo que tardan los eritrocitos en recorrer
una determinada distancia.

*  Una cdmara de electroforesis de 1,4 cm de longitud
y 7,6 x 10-2 cm de profundidad introducida en una
cdmara fermostatizada que permite variar la tem-
peratura de trabaijo.

*  Una fuente de alimentacion capaz de generar una
diferencia de potencial entre 0y 900 V.

*  Dos electrodos de platino.

*  Un conmutador que permite la inversion del campo
eléctrico generado.

Para realizar las medidas de movilidad electroforética se
aplico un potencial determinado y se midi6 con un cronémetro de
precision el tiempo que tardan los eritrocitos en recorrer 0,0032 cm
(dos intervalos de reticulo) en las dos direcciones del campo eléctrico
aplicado, cuando se encuentran en una solucion salina isotdnica
cuya resistencia especifica se conoce previamente.
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Puesto que la movilidad electroforética i se define me-
diante la expresion matematica,

UT
H=Txr
hXxt
siendo: | = distancia recorrida (cm)

T = tiempo empleado (s)

i = intensidad de corriente aplicada (A)

r = resistencia especifica del medio de suspension (Q x m)
h = longitud de la cdmara de electroforesis (cm)

t = profundidad de la cdmara de eleciroforesis (cm)
es evidente que se puede frabajar directamente con las medidas de
tiempo (inversamente proporcionales a los valores de movilidad
electroforética) para seguir la metodologia QbD de una manera rd-
pida y eficaz.

Adicionalmente, los nuevos resultados se compararon con
los obtenidos mediante la metodologia tradicional de manera que
se pudo responder a la segunda pregunta planteada al comienzo
de este apartado.

Como punto de partida, y segin el desarrollo del método
citoferométrico original (27), la metodologia mds conveniente con-
siste en la aplicacion de un campo eléctrico de 10 mA a eritrocitos
recién lavados (conservados a 4 °C si es necesario), suspendidos en
solucion salina fisiolégica (pH = 5,65, fuerza idnica resistencia =
0.1 M) y medidos dentro de una cdmara termostatizada a 25-30 °C,
con el fin de obtener resultados analiticos con una precision y una
selectividad adecuadas.

Por su parte, para el desarrollo y validacion del método
analitico segin la QbD se siguieron los siguientes pasos secuenciales
(steps) descritos en las guias internas del laboratorio donde des-
arrollo mi actividad profesional:

e Step 1: desarrollo del método (method development), en
el que habitualmente se diseia el método, se establece
el ATP los CPM y los CMA basados en la guia ICH Q2(R1)
(2), asi como los correspondientes criterios de aceptacion
que deben ser comprobados experimentalmente.

e Step 2: evaluacion del riesgo (risk assessment), en el que
se determinan todos los factores que potencialmente pue-
den tener un impacto en el comportamiento del método
analitico, y se establece su nivel de prioridad y su posible
efecto sobre la robustez (factores X) y la reproducibilidad
(factores N).

e Step 3: robustez del método (method robustness), en el
que se emplea el Disefio de Experimentos para definir el
Espacio de Disefio que es la zona en la que los factores X
permiten el cumplimiento de los criterios de aceptacion
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de los CMA (zona también denominada MODR o Method

Operable Design Region) y el Espacio de Control, que es

la zona en la que se obtienen los mejores resultados en

el cumplimiento de dichos criterios y que, en principio, es
la que define las condiciones normales de uso del método
analitico.

o Step 4: reproducibilidad del método (method rugged-
ness), en el que se emplean técnicas de MSA (Measure-
ment System Analysis) para definir el % de contribucion
a la variabilidad total del método analitico por parte de
factores relacionados con el sistema de medida, con los
analistas y con las muestras objeto de andlisis.

Otras etapas, como el Step 5 (definicion del control del
método), el Step 6 (validacion del método) y el Step 7 (mejora con-
tinua y control de cambios) quedan fuera del dmbito del presente
trabajo.

5.1 Step 1. Desarrollo del método

Los resultados se muestran en las tablas 2y 3. En esta Gltima
se muestran los criterios de aceptacion de los CMA, indicando su apli-
cabilidad, los valores propuestos en funcion de los trabajos iniciales
de desarrollo por QbD, y los aplicados en el desarrollo original.

Con respecto al criterio de aceptacion del error, se tuvieron
en cuenta las pautas del documento CEA-ENAC-LC/02 de enero de
1998 (30), ya que, al disponer de 20 valores experimentales, se
pudo realizar una evaluacion de la incertidumbre Tipo A que dio
como resultado UA = 0,149715055 = 0,15 s (para 19 grados de
libertad y un nivel de confianza del 95,45 %).

Como dicha incertidumbre supone un 3,4 % del valor
medio, inicialmente se consideré como % error admisible la dife-
rencia entre el valor de tiempo para la movilidad electroforética de
la bibliografia (28), que corresponde a 4,00 s y el experimental
(4,37s), lo que da 9,3 %, superior a la incertidumbre y, por lo tanto,
detectable.

5.2 Step 2. Evaluacién del riesgo

En cuanto al Step 2, el andlisis de riesgo inicial, realizado
mediante una matriz de priorizacion, permitio la construccion de
un diagrama de Ishikawa y la determinacion de los factores X sus-
ceptibles de ser incluidos en los disefios de experimentos correspon-
dientes y que, tras una serie de ensayos realizados aplicando
revision bibliogrdfica, comparaciones de medias o andlisis OFAT,
quedaron definitivamente clasificados como se indica en la tabla 4.

Overlay Plot
Overlay Plot
0.20 50,00 ¥
DESIGN EXPERT Plot DESIGN EXPERT Plot
Actual Fadors: 0.18_| Adual Factors: 4375_|
8- X=ntensidad -
Y=F-iénica - s Y=Temperatura E
] Mo S T
a) = b) =
L Pt
013_| 3125_|
MODR
w55 w0 95 8o 1000 125 125 1375 1500
pH Intensidad
Factor Name Level Low level High level
A Almacenamiento No No Si
B Temperatura 14,50 4,00 25,00
C Lavado No No Si
Prediccion Se Mean 95% Cl low 95% (I SE Pred high 95% Pl low 95% PI high
%CV 7,625

Figura 7: ensayos de robustez. a): dos factores numéricos (pH y Fuerza I6nica) y una respuesta medida (% Error); b) dos factores numéricos (temperatura e Infensidad
de corriente) y dos respuestas (%o Error y %CV); ¢) dos factores categdricos (almacenamiento y lavado), un facior numérico (tfemperatura de conservacién) y una respuesta

(% CV).
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5.3 Step 3. Robustez del método

Como consecuencia de lo anterior, los resultados obtenidos
en los experimentos diseiiados, aplicando los correspondientes cri-
terios de aceptacion son los mostrados en la figura 7.

En el primer caso - Rama Método (core): dos factores nu-
méricos (pH y Fuerza l6nica) y una respuesta medida (% Error) -,
se considera que el MODR se define por la utilizacion de un medio
isotonico con un pH entre 5,00 y 5,75, con una Fuerza Ionica entre
01y02M.

En el segundo caso - Rama Método (core): dos factores nu-
méricos (Temperatura e Intensidad de corriente) y dos respuestas
(% Errory %(V) -, se considera que el MODR que cumple los crite-
rios de aceptacion de ambas respuestas medidas se define con una
T entre 25 °Cy 31 °Cyy una intensidad de corriente entre 10y 15
mA.

En el tercer caso - Rama Materiales: dos factores categdricos
(almacenamiento y lavado), un factor numérico (temperatura de
conservacion) y una respuesta (% CV) -, se considera que las condi-
ciones experimentales optimas consisten en la utilizacion de eritro-
citos frescos y no lavados. En cuanto a la temperatura de conservacion,
en caso de ser necesaria, el sistema informdtico indica una
T = 14,50 °C pero, al ser esto inviable desde un punto de vista prdc-
tico (atendiendo a una posible dimatizacion del laboratorio o a una
posible cdmara de conservacion con ese punto de consigna), se con-
sidera mds adecuado conservar los eritrocitos a una T =4 °C. No es
posible establecer un MODR al haber valores categoricos y no nu-
méricos, por lo que estos pasan a ser factores C.
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5.4 Step 4. Reproducibilidad del método

Una vez identificados los factores X, N y C en los pasos ante-
riores, y habiendo estudiado el efecto de los factores X, se centro la
atencion en los factores N para su estudio por MSA (Step 4).

Las causas potenciales de variabilidad pueden ser:

*  debidas a las muestras, para las que hay que determinar su
estabilidad;

* debidas al instrumento, que pueden afectar a la repetitividad
y a la estabilidad;

*  debidas al operador.

Se estudiaron los factores N determinados en el Step 1 para
determinar cudles afectan a la repefitividad y cudles afectan a la re-
producibilidad. El resultado de ese estudio es el siguiente:

*  EQUIPO: mantenimiento, historia de uso, tipo de filtros uti-
lizados. Estos afectan a la repetitividad.

*  AMBIENTE: temperatura del laboratorio, HR del laboratorio,
localizacion del equipo. Estos afectan a la reproducibilidad.

*  INLET: introduccion de muestras. Afecta a la repetitividad.

*  DETECTOR: estado de la ldmpara. Afecta a la repetitivi-
dad.

*  PERSONAL: formacion, competencia, precision, patrones
de trabajo, procedimientos. Estos afectan a la reproduci-
bilidad.

*  MUESTRA: lipidos, TG, indices eritrocitarios, sexo del pa-
ciente, grupo sanguineo. Estos afectan a la repefitividad
y a la reproducibilidad.

ANOVA Analysis
Source _ % Tol % Proc %Pp/PpK
Equipment 11.62 9.68 538 19.36
Appraiser 88.38 26.7 14.83 53.39
GRR 100 284 1578 56.79
Parts 0 0 0 0
Total 100 284 1578 56.79
Parts Equipment
0,00% 1162%

Appraiser__/"/
88,38%

W Equipment
u Appraiser
W Parts

Figura 8: andlisis MSA
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Figura 9: andlisis de distribucién de datos por “appraiser” en estudio MSA

Con esto datos se procedio a la realizacion del FMEA agru-
pando los factores por niveles de riesgo. Los resultados se muestran
en la tabla 5y en ellos se observa que conviene estudiar personal
y equipo por ser los de riesgo ALTO y MEDIO.

Se planted un protocolo estdndar de trabajo de 5 muestras
x 2 operadores x 2 replicados para estudiar el efecto de la formacion
y experiencia del operador y del cambio de ubicacion de equipo y,
con los resultados de este estudio (figura 8), se pudo constatar la
poca capacidad de discriminacion de muestras debido especialmente
a la muy elevada influencia del personal (88% appraiser).

Este aspecto merece una consideracion especial ya que
aporta informacion muy interesante que puede ser aplicada en el
dmbito académico. Hay que partir del hecho de que se tomaron
datos del frabajo experimental de una tesis doctoral, obtenidos en
momentos diferentes, es decir, al principio del doctorado (aproxi-
madamente tras un afio de experiencia, con el equipo ubicado en
un laboratorio) y al final del doctorado (aproximadamente tras mds
de tres afos de experiencia, con el mismo equipo ubicado en otro
laboratorio). En ambos casos las muestras consideradas fueron del
mismo fipo (eritrocitos humanos del mismo donante) y sin aporta-
cion porcentual a la variabilidad total. Analizando especificamente
la representacion grdfica de la variacion por “appraiser” o analista
(figura 9) donde Appraiser 1 corresponde a datos iniciales y Ap-
praiser 2 corresponde a datos obtenidos varios afios después, resulta
evidente que los resultados de Appraiser 2 presentan una dispersion
menor que los de Appraiser 1y que la experiencia adquirida no
deja de ser el resultado de un proceso de formacion andlogo al men-
cionado en la tabla FMEA. A esto hay que afiadir que, al revisar los
datos de la propia tesis doctoral, los resultados sobre la evidencia
de subpoblaciones eritrocitarias mediante histogramas de frecuen-
cias en muestras patoldgicas estdn mds definidos tras varios afios
de experiencia, lo que es un daro reflejo de este proceso formativo.

Asi pues, una importante aportacion de la utilizacion de
la metodologia QbD en el dmbito académico es la de plantearse
una repeticion periodica y planificada de determinados ensayos a
lo largo de la realizacion de un trabajo experimental prolongado
en el tiempo, como puede ser una tesis doctoral, andlogamente a
lo que es una prdctica habitual de la industria farmacéutica, como
forma de verificacion constante de cumplimento de las condiciones
idoneas de formacion para la realizacion de ensayos analiticos y,
consecuentemente, para la obtencion de resultados analiticos vali-
dos.

5.5 Comparacién del desarrollo analitico siguiendo qbd
frente a la metodologia tradicional

A modo de resumen de los datos presentados en los apar-
tados anteriores, se muestran dos tablas (una para factores X —
tabla 6 - y ofra para factores N- tabla 7) en la que se comparan
ambas metodologias.

Se observa que los resultados obtenidos siguiendo QbD
aportan un mayor conocimiento y control del método citoferomé-
trico, asi como una mayor flexibilidad en el manejo de los factores
fisicos y fisico-quimicos necesarios y unas herramientas adecuadas
para controlar las principales fuentes de variabilidad analitica.

6. CONCLUSIONES

Independientemente de como quede redactada la nueva
Guia ICH Q14 y de que la metodologia descrita tenga cabida en
dicha redaccion, no cabe duda de que se han podido vislumbrar las
ventajas de la aplicacion de la QbD en el desarrollo y validacion de
métodos analiticos frente a las prdcticas tradicionales, tanto en el
dmbito del andlisis de medicamentos como en ofros dmbitos anali-
ticos.
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Para la industria farmacéutica, es evidente que poder de-
mostrar como se han identificado los pardmetros criticos de un mé-
todo analitico y como estos estdn controlados en el trabajo habitual,
constituyen el fundamento de una inferaccion necesaria entre ana-
listas y estadisticos y de una relacion productiva y bidireccional de
la Industria con las Autoridades Sanitarias y con la Universidad,
desde un punto de vista cientifico.

Sin embargo, como se ha pretendido demostrar en esta
disertacion, no hay que limitar esta vision a la actividad de la in-
dustria farmacéutica ya que, al tratarse la QbD de una metodologia
de trabajo muy rigurosa desde el punto de vista cientifico, su utilidad
en el dmbito académico en general, y universitario en particular, es
extremadamente grande.

La incorporacion de nuevos métodos analiticos desarro-
llados con la metodologia QbD conlleva un esfuerzo adicional, pero
“a posteriori” aporta un significativo ahorro de tiempo, tanto en la
investigacion bdsica como en la 1+ D aplicada, lo que es especial-
mente importante cuando se trata de poner nuevos medicamentos
a disposicion de los pacientes y mds en las circunstancias que nos
estd tocando vivir.

No olvidemos que los pacientes no pueden esperar. Mu-
chas gracias.
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ANEXO I. TABLAS

Tabla 1: determinacion de criterios de aceptacion para CQA

ATRIBUTOS
SEGUN GUIA ICH Q2(R1) RERRAER R
Exadtitud Mpnose YoError = ?
producto
2z Dependiente  de
= ?
Repetitividad - %N =7
Precisidn Precision Dependiente  de )
intermedia producto '
Resolucidn de picos cromatogrdficos = 1,5
Especificidad Instrumental
Pureza espectrol
Relacion sefial rvido (3:1 6 2:1)
e o e Instrumental : pony ey
Limite defeccion (*) o Evoluacion por lo desviacion tipica de lo
Estadistica ;
respuesta ¥y lo pendiente
LDD = 3,3 STD/Pendiente
Relacidn sefial ruido (10:1)
” g Instrumental " e 3
Limite cvantificacion (*) c Evoluacién por lo desviacidn fipica de lo
Estadistico :
respuesta y lo pendiente
LDC = 10 STD/Pendiente
Coeficiente de correlacion = 0,999
Linealidod Estadistica
Ordenada en el origen <2.0%
T Dependla’nre de|
ofros pardmetros

RANF

(*) A'su vez, se tiene que demostrar la precision y la exactitud en el nivel de concentracion determinado mediante este atributo.

Tabla 2: terminologia analitica segin QbD

Terminologia QbD analitica (inglés)

Terminologia QbD
analitica (espaiiol)

Comentarios

Analytical Target Profile (ATP)

Perfil Analitico Diana

Determinacién precisa y exaca de lo movilidad eledroforética de
eritrocitos  humanos por citoferometria, con copacidod de
discriminar  enfre  eritrocitos normales y patoldgicos, y sin
interferencias de otras particulas en suspensidn.

Crifical Method Parameters (CMP)

Pardmetros Criticos del
Método

«  Fuerza idnica del medio de suspension
*  pH del medio de suspensidn

*  |ntensidad de corriente

*  Temperatura de trabojo

*  (Otros por determinar

Critical Method Attributes (CMA)

Atributos  Crificos  del
Método

Precisién (dispersion de valores), Exaditud, distribucion de célulos
(histogramas de frecuencin)

Control Strategy

Estrategia de Control

Pendiente de determinar segin los resultados obtenidos
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Tabla 3: comparacién de criterios de aceptacion segén la metodologia aplicada

Si/ CRITERIOS DE | CRITERIOS DE
ATRIBUTOS COMENTARIOS ACEPTACION ACEPTACION DEL
NO DESARROLLO POR QbD | DESARROLLO ORIGINAL
Se dispone de datos publicados
Exactitud | en lo bibliografia respecto a la %Error < 9,3% No considerado.
movilidad electroforética de
eritrocitos normales (28).
0, 0,
V< 7,16% %CV< 10%
Repetitividad SI .
Se trata de una determinacion Busudo‘en m;t:ldus Basado en bibliografia (29)
Precisién de un valor cuya dispersion D —
puede ser critica para distinguir
: : %0V=7,16% 4 .
Precisiéa ” poblaciones de células. V= 10%
intermedio Busudo’m medidos Basado en bibliografia (29)
experimentales
Se determinard la
R presencia de
vulit:g:l:r‘;::(n::::l::e]‘::los subpoblaciones de Se determinard lo
2 3 eritrocitos por medio de presencio de
22 de ofras células sanguineas y 1 )
Espexificidad SI i i i histogramas de subpoblaciones de
Ung p:'ble s j’::n Ie.o frecuencio. Los eritrocitos por medio de
i h;_;o e frameml!u eritrocitos normales histogramas de frecuencia.
istog 1 deben tener una énica
poblacion.
. " No se trato de una valoracion
Limite deteccion NO iy N/A N/A
= = g No se trata de una voloracion
Limite cuontificacion NO et N/A N/A
— No se trata de una voloracion
Linealidod NO ——— N/A N/A
No se trata de una valoracion
Intervalo NO oxsliialioa N/A N/A
Tabla 4: factores X
Rama Método (core) Rama Materiales

Fuerza iénica del medio de suspension

Temperatura de almacenamiento de la muestra

pH del medio de suspension

Lavado de eritrocitos

Intensidad de corriente

Temperatura de la cdmara
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Tabla 5: tabla FMEA
Proceso Posible error Consecvencias Frebeiilidn sorived Riesgo Acciones commedivas
(14a5) (1a5)
Personal no
::::::::"“:;‘ | Ao dispesion_de
Formacién  del g resultados (%CV Formacion intensa
preparacion  de 3 4 12
personal elevado)- del personal
muestras y en el e
: .| Reproducibilidad
manejo del equipo
instrumental
Mantenimiento
inadecuado del
equipo Alta dispersion de s
Equipo instrumental. resultados  (%CV 9 4 8 MEDIO :::'r::;?:m
instrumental Estado defectuoso | elevado)- cabotiing & Bheit
de lo lémpara o | Repefitividad P
nimero de horas
de uso excesivo.
Localizacion
;F:r:;ur:i:;l § Alta dispersion de Localizacion
_Eqmpo Homadad Relativa resultados (%CV 5 4 2 udefuadu del
instrumental .| elevado)- equipo.  Control
del  laboratorio & s ]
. Reproducibilidad ambiental.
inadecuadas  por
excesivas.
Incorrecta T
z : Alta  dispersion de
Introducion  de | "OLON 98| rocndos  (vCV
muestras ton 1 2 2
muestras : elevado)-
formacion de Repetitividad
burbujas 4
Tabla 6: comparacién de resultados para factores X
Fadores X ORIGINAL ESTUDIO SEGUN QbD
Condiciones de trabajo Espacio de | Espacio de
diseiio control
(MODR)
pH medio de suspension 5.65 5.00-575 5.65
Fuerza iénica del medio 0.1 M 0.1-02 0.1M
Temperatura de la camara 25-30°C 25-31°C 25
Intensidad de corriente 10 mA 10-15mA 10 mA
Temperatura de almacenamiento de las muestras (en caso | 4°C 4°C -
necesario)
Lavado de eritrocitos No No -
Uso de eritrocitos frescos (sin almacenamiento) Si Si -
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Tabla 7: comparacion de resultados para factores N

Factores N

ORIGINAL

Relacionados con el equipo

Sélo se analiza la precision del
equipo (CV = 5.27%).

Se analiza el % de contribucion
a la variacion total (11,62%).

Relacionados con el personal

No se analizan.

Se analiza el % de contribucion
a la variacién total (88,38%).
Es el factor que mds influye y

demuestran la  existencia de
subpoblaciones eritrocitarias.

que requiere acciones

correctivas predefinidas.
Relacionados con las muestras Se analizan indiredamente a través | Poca capacidad de
de histogramas de frecuencias que | discriminacidn de  muestras,

corregible por la aplicacion de
las acciones correctivas descritas
en el apartado de personal.
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