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7. Validacion de métodos bhioanaliticos

Marcela Longhi?, Claudia Garnero?, Ariana Zoppi?

@ Universidad Nacional de Cérdoba.
Argentina.

7.1 Historia de las regulaciones sobre métodos
analiticos

La historia de la validacion de los métodos bioanaliticos se puede trazar desde
1990 hasta el presente. Anterior a 1990 no habia uniformidad en los criterios que
adoptaba la industria farmacéutica para la validacion de los métodos, por lo tanto
no era pareja la calidad de las presentaciones a las agencias regulatorias. EIl primer
workshop sobre validacion de métodos bionaliticos, realizado en diciembre de
1990 en Arlington [Estados Unidos de América (EUA)], reunio a representantes de
las siguientes organizaciones: American Association of Pharmaceutical Scientists
(AAPS), Food and Drug Administration (FDA) de EUA, International
Pharmaceutical Federation (FIP), Health Protection Branch y Association of
Analytical Chemists. Este taller, que tuvo como objetivo debatir sobre la
armonizacion de los requisitos y los procedimientos para la validacion de los
métodos bioanaliticos, fue un éxito, ya que se alcanzaron consensos sobre los
parametros esenciales y los procedimientos requeridos..

El informe de este workshop. se convirtié en la referencia para la industria hasta
1999, cuando la FDA publico el borrador de la guia sobre validacion de métodos
bioanaliticos., la cual se basé en el documento de 1990.

En el afio 2000, luego de la publicacion del documento preliminar de la guia, se
desarrollé el segundo workshop sobre validacién bioanalitica organizado por
AAPS y FDA. El objetivo de este taller fue impulsar la discusion sobre la version
preliminar de la guia, asi como también la valoracion de los avances tecnoldgicos
gue acontecieron en la década luego del workshop de 1990. La guia de validacion
de métodos bioanaliticos de la FDA, publicada en 2001, representa la sintesis final
de los dos talleres realizados en 1990 y 2000, ya que incorpora la mayor parte de



las recomendaciones contenidas en los informes de los mismos.. A partir de la
publicacion de la guia FDA en 2001, la AAPS y la FDA continuaron con la
organizacion de talleres, siete hasta el afio 2013, para debatir sobre las directrices
de la guia y ayudar a la industria a su interpretacion, asi como también para
compartir experiencias y ofrecer posibles soluciones para los problemas actuales en
bioanalisis. A partir de las conclusiones y consensos alcanzados en estos

Si bien la guia de la FDA de validacion de meétodos bionaliticos, publicada en
2001, es actualmente el documento més reconocido por la industria en diversos
paises, necesita ser actualizada para adecuarse a los avances registrados en este
campo a través de los afos.

Por su parte, en julio de 2011, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) emitid
su propia guia de validacién de métodos bioanaliticos.. Para la elaboracion de la
misma se consideraron la guia de la FDA: y los libros blancos de bioanalisis.ss. Esta
guia define los criterios para la validacion de los métodos analiticos, utilizados para
determinar la concentracion de analitos en matrices biol6gicas (plasma, suero,
sangre, orina, etc.), en estudios toxicocineticos y farmacocinéticos, que se realizan
para registrar productos nuevos y/o genéricos, o bien para documentar variaciones
introducidas en los existentes.

Las diferencias observadas entre las guias de la EMA y de la FDA 2001 no son
significativas, se deben mas al avance registrado en la ciencia en los Gltimos 10
afios, como también a una mejor comprensién de las necesidades especificas y los
desafios que presenta el bioanalisis, que a diferencias de criterio entre ambas
agencias reguladoras. Debido a que ambas guias, FDA y EMA, son muy similares,
se infiere que un proceso de armonizacion de ambas es factible y bastante
sencillo...

7.2 Introduccion a la validaciobn de métodos
bioanaliticos

Los laboratorios deben demostrar que los métodos analiticos que utilizan proveen
resultados fiables y adecuados para la finalidad y el proposito perseguidos, ya que
muchas de las decisiones que se toman estan basadas en la informacién que estos
datos proporcionan. La validacion de las metodologias, junto a otras actividades
englobadas en el aseguramiento de la calidad, permite demostrar a los laboratorios
gue sus métodos analiticos proporcionan resultados fidedignos.



Validar un método consiste en verificar y documentar su validez, esto es, su
adecuacion a unos requisitos determinados, establecidos previamente por el
usuario, para resolver un problema analitico particular. Estos requisitos son los que
definen los parametros o criterios de calidad que debe poseer un método a utilizar
para resolver el problema analitico.

Segln la norma 1SO 17025.., los laboratorios deben validar todos los métodos que
utilicen, tanto los desarrollados en el mismo dmbito, como aquellos obtenidos de
fuentes bibliogréficas, o desarrollados por otros laboratorios. Incluso, es
aconsejable validar los métodos de referencia, aunque en estos casos, no €s
necesario realizar una validacion completa, sino que se determinaran solo los
pardmetros mas susceptibles a variar, como la exactitud y la precision. Ademas,
para la validacién del procedimiento analitico, el laboratorio debe considerar el
rango de concentraciones a ser utilizadas, asi como las matrices de las muestras.

La validacion debe ser tan exhaustiva como sea necesario para responder a las
necesidades de aplicacion. La validacion debe incluir procedimientos para el
muestreo, manejo y transporte, de manera de asegurar la integridad y
representatividad de las muestras.

La validacion de métodos bioanaliticos es un procedimiento utilizado para
demostrar que un método analitico, utilizado para la cuantificacion de analitos en
una matriz bioldgica, es fiable y reproducible para lograr su propoésito, o sea para
cuantificar el analito con un grado de exactitud y precision apropiado a la tarea.

Los datos de validacion, a través de investigaciones de laboratorio especificas,
demuestran que el desempefio de un método es adecuado y fiable para las
aplicaciones analiticas a las que estara destinado.

Todos estos controles se deben realizar para garantizar la fiabilidad de la
selectividad y la sensibilidad del método bioanalitico antes de su aplicacion para la
evaluacion cuantitativa de los farmacos y sus metabolitos. Los datos generados por
estos meétodos deben ser reproducibles y confiables, ya que tienen un rol
significativo en la evaluacion y la interpretacion de la biodisponibilidad,
bioequivalencia, farmacocinética y en estudios preclinicos. .. Se deben validar
todos los métodos bioanaliticos que emplean técnicas analiticas tales como
cromatografia de gases (CG); cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE),
espectrometria de masas (EM) como sistema de deteccién en métodos tales como
CLAE-EM, CLAE-EM/EM, CG-EM vy CG-EM/EM; o procedimientos
inmunoldgicos y microbiolégicos, para la determinacién cuantitativa de farmacos



y/o metabolitos en matrices bioldgicas tales como sangre, suero, plasma, orina,
heces, saliva, esputo, liquido cefalorraquideo, tejidos y muestras de piel.

Los métodos de analisis empleados para la determinacion cuantitativa de farmacos
y sus metabolitos en muestras bioldgicas deben generar datos reproducibles y
fiables con el fin de permitir la interpretacion valida de los estudios que sustentan.
Es esencial emplear métodos de analisis bien caracterizados y completamente
validados para producir resultados fiables que puedan ser satisfactoriamente
interpretados. Se reconoce que las técnicas y los métodos analiticos estan sujetos a
cambios y mejoras constantes, a la vez que se encuentran a la vanguardia de la
tecnologia. También es importante destacar que cada técnica analitica tiene sus
propias caracteristicas, que variardn de analito a analito, por lo cual, en algunas
oportunidades, es necesario desarrollar criterios de validacion especificos para cada
analito. Por otra parte, la adecuacién de la técnica también puede estar influenciada
por el objetivo del estudio.

Si bien la validacion de cada método se sustenta en si misma, pueden existir
situaciones en las que sea necesaria la comparacién de métodos. Ademas, cuando
el andlisis de la muestra para un estudio dado se lleva a cabo en mas de un
laboratorio, es necesario validar el método analitico en cada sitio y suministrar la
informacién apropiada sobre la validacion en cada uno, a fin de establecer la
confiabilidad inter-laboratorios.

Se identifican claramente dos fases distintas de validacién de métodos
bioanaliticos:

1. el desarrollo de los métodos analiticos (validacion pre-estudio), mediante lo
cual se genera el método bioanalitico apropiado, con sus diversos
parametros especificados y se define el ensayo, y

2. la aplicacion del método de bioandlisis a la determinacién de muestras
reales en estudios de biodisponibilidad, bioequivalencia, o farmacocinético.

Los parametros esenciales, para asegurar la confiabilidad en el desempefio de un
método bioanalitico, son exactitud, precision, selectividad, sensibilidad,
reproducibilidad y estabilidad. Las guias de las agencias regulatorias, como FDA 'y
EMA:.., proporcionan la informacion necesaria para la determinacion de estos
parametros. La estabilidad del analito debe establecerse en la matriz bioldgica,
tanto para las condiciones de almacenamiento previstas, asi como para las
operativas. Las guias también establecen los requisitos para la obtencién de la
curva de calibracidn, la cual debe estar basada en la matriz y constar de un minimo



de 5 puntos estandar, sin incluir los blancos, utilizando muestras simples o
replicadas, las cuales deben cubrir todo el rango de concentraciones esperado.
Todos estos parametros deben estar definidos durante la validacion completa de un
método de bioandlisis. El limite inferior de cuantificacion (LIC) puede ser
establecido como la concentracion menor en la curva de calibracién y no debe
confundirse con el limite de deteccion (LD).

Muchos de los principios, procedimientos y requisitos de validacion de métodos
bioanaliticos son comunes a todos los tipos de metodologias analiticas.

7.3 Practicas de validacion

Se reconoce que el método bioanalitico definido experimente muchas
modificaciones durante el transcurso de un programa tipico de desarrollo de
medicamentos. Estos cambios evolutivos (por ejemplo, la adicién de un metabolito,
la reduccion del LIC) requieren diferentes niveles de validacion para demostrar la
continuidad de la validez de los resultados de un ensayo. Por otra parte, si un
método bioanalitico no se utiliza de forma regular requerira, antes del anélisis de
las muestras en estudio, una adecuada revalidacion de los datos cuando sea
necesario, con el fin de documentar y demostrar que el método sigue siendo valido.
Se definen y caracterizan tres niveles o tipos diferentes de validacién de métodos:
validacion completa, validacién parcial y validacion cruzada, de acuerdo a lo
establecido en el manuscrito publicado por Shah y colaboradores..

7.3.1 Validacion completa

e Lavalidacion completa es necesaria cuando se desarrolla y aplica un método
de bioanalisis por primera vez.

e La validacion completa se requiere para un nuevo ingrediente farmacéutico
activo.

e Si se agregan metabolitos a un ensayo ya existente para cuantificacion,
entonces serd necesaria la validacion completa del ensayo para todos los
analitos medidos.



7.3.2 Validacion parcial

Las validaciones parciales se deben realizar cuando se producen modificaciones de
métodos bioanaliticos validados, que no requieran necesariamente revalidaciones
completas. La validacion parcial puede variar, desde algo tan insignificante como
la determinacion de la precision y exactitud intra-ensayo, a una validacién "casi"
completa. Los cambios tipicos de un método bioanalitico, que entran en esta
categoria incluyen, aunque no se limitan, a:

e Transferencia del método bioanalitico entre laboratorios o analistas.
e Cambio de instrumento y /o plataforma de software.

e Variacion de la especie de la que proviene la matriz (por ejemplo, plasma de
rata a plasma de raton).

e Cambios de la matriz dentro de la misma especie (por ejemplo, plasma
humano a orina humana).

e Demostracion de la selectividad de un analito en presencia de metabolitos
especificos.

e Demostracion de la selectividad de un analito en presencia de medicacion
concomitante.

e Cambios en la metodologia analitica (por ejemplo, cambios en el sistema de
deteccién).

e Cambio del procedimiento de procesado de la (s) muestra ().
e Matrices raras.
e Cambio del anticoagulante usado en la toma de muestra del fluido bioldgico.

e Cambios de volumen limitado (por ejemplo, estudio pediatrico en proyecto).

7.3.3 Validacion cruzada

La validacién cruzada es una comparacion de dos métodos bioanaliticos. Las
validaciones cruzadas son necesarias cuando dos 0 mds métodos bioanaliticos se
utilizan para generar los datos dentro del mismo estudio. Por ejemplo, un método
bioanalitico original validado sirve como "referencia" y el método bioanalitico
revisado es el "comparador”. Las comparaciones deben ser realizadas de ambas
maneras. Validacién cruzada con la matriz adicionada y muestras reales:



e Debe realizarse en cada sitio o laboratorio para determinar la confiabilidad
inter-laboratorio, cuando el andlisis de las muestras de un mismo estudio se
realice en mas de un sitio, 0 en mas de un laboratorio.

¢ Se considera cuando los datos generados por distintas técnicas analiticas (por
ejemplo, CLAE-EM/EM vs ELISA) en diferentes estudios se incluyen en
una presentacion regular.

De acuerdo a lo establecido en las normativas, se debe hacer una descripcion
detallada y especifica del método bioanalitico. Los siguientes parametros de
validacion deben estar definidos en un protocolo, en un plan de estudio o en un
procedimiento operativo estandar, junto con los criterios de aceptacion, previo a la
ejecucion de los experimentos: selectividad, efectos de la matriz, exactitud,
precision, reproducibilidad, sensibilidad, linealidad y rango, limite inferior de
cuantificacion, limite superior de cuantificacion y evaluacion de la estabilidad.

La validacion del método puede incluir un Gnico analito, maltiples analitos, o un
compuesto principal y sus metabolitos. En cualquier caso, la validacion debe
Ilevarse a cabo utilizando la misma matriz prevista para el analisis de la muestra en
estudio.

Todos los temas, mencionados previamente, deben ser abordados a fondo durante
el desenvolvimiento del procedimiento analitico, aunque con frecuencia son
pasados por alto o abordados inadecuadamente, debido al tiempo insuficiente que
se le asigna al desarrollo y validacion de los métodos. Debido a ello, es importante
destacar que un método bioanalitico mediocre brindard datos erroneos del estudio,
los cuales tendran un impacto significativo sobre la calidad de las decisiones que se
tomaran durante el proceso de desarrollo del medicamento.

7.4 Definiciones, metodologia, disefio experimental y
criterios de aceptacion

A pesar de que en la actualidad no existe una guia global armonizada, se hace
evidente que las pautas individuales presentan elevada similitud. No obstante, se
hace necesario aclarar el significado y la interpretacion de criterios bioanaliticos de
validacion de métodos.

A continuacion se hace referencia a los criterios analiticos fundamentales para
realizar la validacion de métodos bioanaliticos. Se expondran definiciones,
metodologia, disefio experimental y criterios de aceptacion.



7.4.1 Selectividad

Existe una cierta discusion acerca de la interpretacion de la terminologia de este
criterio de validacion.,. Algunas organizaciones definen de manera diferente a los
términos especificidad y selectividad, mientras que otras a menudo los emplean de
manera indistinta. A pesar de esta controversia, hay un amplio acuerdo de que
especificidad /selectividad es la base fundamental de cada método analitico... Por lo
tanto, los laboratorios bioanaliticos deben optar por diferenciar selectividad y
especificidad en su documentacion o considerarlos como términos equivalentes y
utilizarlos indistintamente.

Especificidad y Selectividad dan idea de la fiabilidad del método para discriminar
el analito de componentes interferentes en la matriz. Entre los potenciales
componentes interferentes en una matriz biologica se incluyen los componentes
endogenos de la matriz, metabolitos de farmacos, productos de degradacion del
analito formados durante la preparacion de la muestra, cualquier otro farmaco co-
administrado y otros xenobidticos ex0genos; .

Este parametro debe ser evaluado desde el comienzo del desarrollo del método,
teniendo en cuenta las propiedades tanto del analito como de la matriz, y puede
continuar determinandose durante el andlisis de rutina de muestras analiticas. El
analista debe usar su experiencia y datos de la literatura con el fin de probar
sistematicamente las interferencias que tienen méas probabilidades de afectar el
método.

Especificidad se define como la capacidad del método para evaluar
inequivocamente al analito en presencia de otros componentes que pueden estar
presentes en la matriz.. Generalmente, hace referencia a un método que produce
respuesta sélo para un analito.

Selectividad se define como la capacidad del método para medir y diferenciar al
analito en presencia de otros componentes que pueden estar presentes en la matriz..
Generalmente, se utiliza para un método que produce respuestas para diferentes
analitos y puede distinguir entre ellos, es decir que mide exactamente un analito en
presencia de interferencias.

En general, los métodos analiticos son selectivos, y solamente en algunos casos
también son especificos.

Se debe demostrar que el método no se ve afectado por la presencia de
interferentes; es decir, que el método permite establecer en forma exacta el



contenido o potencia del analito en la matriz. Si el método es desarrollado para
cuantificar mas de un analito, cada analito debe ser evaluado para asegurar que no
hay interferencias..

Para la validacién del método debe utilizarse, siempre que sea posible, la misma
matriz bioldgica en la que se encuentra la muestra analitica. En tanto que matrices
de disponibilidad limitada, como médula 6sea, pueden ser sustituidas por matrices
fisiol6gicamente apropiadas.

En general la selectividad del método puede ser demostrada y documentada a
través de diferentes procedimientos:

El primero consiste en demostrar la ausencia de sefial de detector en una
matriz blanco. Deben analizarse por separado de 6 a 10 fuentes
independientes de la misma matriz biologica (plasma, orina u otra matriz).
Para cada muestra se debe demostrar la ausencia de compuestos que
interfieran con la cuantificacion del analito.

Todas las muestras deberian cumplir el criterio de aceptacion.

Si 2 de las muestras blanco no cumplen con el criterio, el método debe
volver a la etapa de desarrollo y se debe mejorar su selectividad (aumento
de limpieza/etapa de extraccién/o separacién cromatografica).

Si 2 de las muestras blanco no cumplen con el criterio, otros 6 a 10 lotes
adicionales pueden ser evaluados, y todos deben cumplir con el criterio de
aceptacion o sera necesario un desarrollo adicional para eliminar el origen
de la interferencia.

Si 2 de las muestras blanco no cumplen con el criterio, otros 6 a 10 lotes
adicionales pueden ser evaluados, y si 2 0 mas de las muestras adicionales
no cumplen con el criterio de aceptacion el método debe volver a la etapa
de desarrollo y se debe mejorar su selectividad.

Sin embargo, es evidente que todas las fuentes posibles de interferencia
propias de las diversas matrices no estardn presentes en las 6-10 fuentes
estudiadas. Por lo tanto, otro enfoque recomienda evaluar muestras blanco
de la matriz bioldgica enriquecida con la méxima concentracion probable de
posibles metabolitos, productos de degradacién, farmacos de uso comdn y
co-administrados en estudios clinicos u otros componentes de la matriz. En
caso de productos de degradacion desconocidos o que no puedan aislarse,
pueden producirse degradaciones forzadas (fotolisis, hidrolisis &cida y
béasica, oxidacion, termdlisis) de los analitos.



Otro planteo propone no demostrar la ausencia completa de interferencias
sino que permite una pequefia cantidad de compuestos interferentes. Se
requiere analizar hasta 20 fuentes independientes de la matriz bioldgica
enriquecida con potenciales compuestos interferentes asi como el analito en
estudio en una concentracion igual a su limite inferior de cuantificacién
(LIC)se.

En adicidn, se recomienda considerar dos aspectos relacionados a selectividad:

Interferencia especifica de sustancias fisicoquimicamente similares al
analito: deben evaluarse individualmente y en combinacién con el analito de
interés los siguientes interferentes: metabolitos de reactividad cruzada,
farmacos co-administrados 0 compuestos enddgenos.

Efectos no especificos de la matriz:

Se deberian comparar las curvas del estandar en fluidos bioldgicos y en
solucion amortiguadora para detectar efectos de la matriz.

Se deberia evaluar el paralelismo de muestras de estudio diluidas con
estandares diluidos para detectar efectos de la matriz.

Se deberian determinar uniones no especificas.

Normalmente, el criterio de aceptacion establece ausencia de componentes
interferentes si:

La respuesta de sefiales interferentes es menor al 20% de la respuesta del
analito al LIC, o la respuesta del analito a la concentracion del LIC es al
menos cinco veces mayor que cualquier interferencia en blancos.

Las respuestas de sefiales interferentes son 5% menores a la respuesta de la
concentracién de estandar interno utilizada en el estudio.

Puede resultar necesario reevaluar este pardmetro en algunos casos, como el
analisis de muestras de diferentes estadios de una enfermedad o
modificaciones del método.

7.4.3 Efecto de la matriz

La confirmacion del efecto de la matriz es importante para la validacion del
método. Se debe evaluar utilizando al menos 6 fuentes individuales de matriz



blanco. Si es dificil conseguir la matriz, se pueden utilizar menos de 6 fuentes
realizando una justificacion adecuada.

La metodologia propuesta por Matuszweski y colaboradores para su determinacion
consiste en medir la respuesta del analito en 3 tipos diferentes de muestras.s:

— Tipo 1: matriz blanco,

— Tipo 2: matriz blanco extraida de diferentes fuentes y enriquecida con el analito
luego de la extraccion,

— Tipo 3: matriz blanco extraida de las mismas fuentes y enriquecida con el
analito antes de la extraccion.

Definen efecto matriz como la relacion de la respuesta de muestras Tipo 2 sobre
Tipo 1, recuperacién, como la relacion de la respuesta de muestras Tipo 3 sobre
Tipo 2 y eficiencia del proceso, como la relaciéon de la sefial del detector para
muestras Tipo 3 sobre la sefial de Tipo 1.

Esta metodologia fue recientemente mejorada por Marchi y colaboradores ..
Sugiere el andlisis de una solucion suplementaria (Tipo 4) que permite evaluar el
rendimiento de extraccion, particularmente 0til en caso de determinacién de
analitos multiples. Se analiza una cuarta muestra:

— Tipo 4: matriz blanco sometida a extraccion.

Definen rendimiento de extraccion como la relacion de la respuesta de muestras
Tipo 4 sobre Tipo 1.

Otra alternativa propuesta para evaluar y medir el efecto de la matriz consiste en
comparar la variabilidad de las pendientes de curvas de calibracion preparadas con
matrices de diferentes fuentes..

Las pautas formuladas por EMA, establecen calcular, para cada analito y el
estandar interno, el factor de matriz (FM) en cada lote de matriz biol6gica. Para
ello, se calcula la relacion entre la respuesta en presencia de matriz (matriz blanco
adicionada con analito/estandar interno después de la extraccion) y la respuesta en
ausencia de matriz (solucion pura del analito/estandar interno). Luego, se debe
calcular el FM normalizado dividiendo el FM del analito por el FM del estandar
interno. El coeficiente de variacion del FM normalizado, calculado para las 6
fuentes de matriz, no debe ser superior al 15%. Esta determinacion se debe realizar
a niveles bajos y altos de concentracion.



En caso de que sea necesario administrar a los pacientes o animales una
formulacion inyectable conteniendo excipientes que se conoce son responsables de
efecto de matriz, como polietilenglicol y polisorbato, EMA recomienda evaluar el
efecto de matriz empleando una matriz conteniendo dichos excipientes y la matriz
blanco. La matriz utilizada para esta determinacion se debe obtener de pacientes o
animales a los que se les han administrado los excipientes, a menos que se haya
demostrado que el excipiente no es metabolizado o transformado in vivo. El efecto
del excipiente puede ser estudiado mediante la determinacién del FM o por
dilucion de una muestra en estudio de alta concentracion con matriz blanco libre
del excipiente. Sin embargo, en general, este tipo de investigacion no se lleva a
cabo ya que se considera innecesaria, pues el impacto, si lo hay, se debe
principalmente a la presencia del excipiente y no a su metabolismo o
transformacién in vivo. Ademas, como diferentes formulaciones podrian ser
administradas en varios estudios, se incrementaria el tipo de matrices que deben
evaluarse para efecto de la matriz.

En adicién, es recomendable estudiar matrices provenientes de poblaciones
especiales, como por ejemplo plasma hemolizado o hiperlipidémico. Si se deben
analizar muestras de pacientes con fallas hepaticas o renales, se sugiere estudiar el
efecto de matriz utilizando matrices obtenidas de dichas poblaciones.

Cuando se utilizan métodos de espectrometria de masas el efecto de la matriz esta
lejos de ser despreciable. Se recomienda evaluar este efecto durante el desarrollo
del método mediante la infusién continua post-columna. Se debe monitorear la
disminuciéon o el aumento de la sefial del detector cuando eluyen compuestos
interferentes de la columna al suprimir o intensificar la ionizacion,
respectivamente.. .. Estos resultados orientaran en la seleccion del procedimiento
de preparacion y limpieza de la muestra.

7.4.3 Efecto de arrastre

Este efecto consiste en la aparicion de la sefial correspondiente al analito (o al
estandar interno) en muestras blanco, causada por su presencia residual proveniente
de muestras analizadas anteriormente. Debido a que el efecto de arrastre puede
afectar a la exactitud y a la precision del método, es importante su investigacion
durante el desarrollo del método. En caso de detectarse este efecto es necesario
tomar medidas para garantizar que sea eliminado o minimizado. También debe ser
evaluado durante la validacion del método. Con este objetivo se procede al analisis
de muestras blanco con posterioridad al de muestras de alta concentracion o de



patrones de calibracion cuya concentracion se encuentre en el limite superior de
cuantificacion (LSC). El porcentaje de arrastre en las muestras blanco no debera
ser mayor al 20% del LIC para el analito y 5% para el estandar interno..

Cuando el efecto de arrastre es inevitable, deben adoptarse procedimientos
especificos en la aplicacion del método con el objetivo de controlar su efecto.

7.4.4 Exactitud y precision

Los resultados analiticos en general se pueden ver afectados por la combinacion de
dos tipos diferentes de errores experimentales: el error sistemético y el error
aleatorio.. La exactitud describe tanto los errores sistematicos como aleatorios del
método, y se estudia en dos componentes: la veracidad y la precisions. Con
respecto a este punto es necesario hacer la aclaracion de que en muchos casos,
como ocurre en las normas de validacion de métodos bioanaliticos de FDA 'y EMA,
el término exactitud es empleado para describir sdlo los errores sistematicos del
método, y asi sera utilizado en este capitulo. Los errores aleatorios se asocian con
la precision del método analitico. A continuacién se presenta la definicion de
exactitud y precision:

e La exactitud (o veracidad) de un método analitico expresa la cercania entre
el valor que es aceptado, ya sea como un valor convencional verdadero o
como un valor de referencia aceptado, y el valor obtenido al aplicar el
método analitico.. La exactitud puede informarse como error relativo
porcentual (ER%), [(valor determinado / valor real) — 1] % 100..

e La precision de un método analitico esta relacionada con la dispersion de las
medidas alrededor de su valor medio y corresponde al grado de
concordancia, o grado de dispersion, entre los resultados del ensayo
individual, cuando el método se aplica repetidamente a varias alicuotas de
una muestra homogénea.. En general, la precision se expresa como
coeficiente de variacion [CV, (desviacion estandar / media) x 100)] de una
serie de mediciones, también puede expresarse como desviacién estandar,
varianza o desviacion estandar relativas.

La diferenciacion de los dos tipos de errores es Gtil cuando se necesitan tomar
medidas que permitan corregir el rendimiento durante la etapa de desarrollo del
método bioanalitico. Por ejemplo, la precision se puede mejorar aumentando el
nimero de repeticiones, sin cambiar el procedimiento de analisis. Sin embargo, si
el mal rendimiento del método se debe a errores sistematicos, el método necesita
ser revisado para encontrar el origen de estos errores y permitir el mejoramiento



del mismo.. Existen numerosas causas que pueden introducir errores sistematicos a
las mediciones, entre las que pueden mencionarse..:

e Errores en la preparacién de los patrones de calibracion, por ejemplo
mediciones erréneas del peso de los patrones de calibracion;

e La presencia de moléculas en la muestra que puedan interferir con los
reactivos utilizados en el proceso de medicion;

e Pérdida del analito durante el proceso de extraccion;

¢ Inestabilidad de la muestra durante el transporte o almacenamiento.

Procedimiento v criterios de aceptacion

Las normas internacionales requieren la valoracion de la exactitud., Yy la
precision.., a dos niveles: intra-ensayo, donde se evallan estos pardmetros en una
serie analitica, e inter-ensayo, donde se evallan estos pardmetros con el tiempo en
diferentes series analiticas y pueden implicar diferentes analistas, equipos,
reactivos, y laboratorios.. En forma general cuando se calculan la exactitud y la
precision a nivel inter-ensayo durante la validacion del método, es habitual cambiar
el tiempo, algunas veces el operador, raramente el instrumento y excepcionalmente
el laboratorio..

Para evaluar la exactitud y la precision se preparardn muestras enriquecidas con
cantidades conocidas de analito en la matriz biol6gica, denominadas muestras de
control de calidad (CC).

Se recomienda utilizar un minimo de 5 muestras por nivel, en un minimo de 4
niveles de concentracién, que cubran todo el rango de la curva de calibracion. Por
ejemplo, podemos utilizar las concentraciones correspondientes a: el LIC, tres
veces el LIC (CC bajo), cercano al 50% del rango de concentracién (CC medio) y
como minimo el 75% del patrén de calibrado de mayor concentracion de la curva
de calibracion (CC alto). Para determinar la exactitud y la precision inter-ensayo,
se deberdan realizar tres ensayos, en al menos dos dias diferentes.

Las concentraciones de las muestras de CC se analizaran utilizando la curva de
calibracién.

En lo que respecta al criterio de aceptacién, la exactitud (intra e inter-ensayo),
expresada como ER%, debe estar comprendida entre el £ 15% del valor de la



concentracién nominal para las muestras de CC, salvo para el LIC que deberéa estar
dentro del 20% del valor nominal.

En el caso de la precision (intra e inter-ensayo) el CV no debe exceder de 15% para
las muestras de CC, salvo el LIC que no debe exceder el 20%.

7.4.5 Recuperacion

Este pardmetro indica la eficiencia en la extraccion del analito a partir de la matriz
biolégica. El conocimiento de la recuperacion no es esencial para la validacion de
un método bioanalitico, pero proporciona informacion til sobre la cantidad real de
analito que se esta analizando. La evaluacion de este pardmetro en cada etapa del
procesamiento de las muestras, en las que puedan producirse pérdidas del analito,
proporciona una herramienta Gtil para mejorar el método, si es necesario..

Procedimiento

Para determinar la recuperacion se compara la respuesta del analito y/o estandar
interno, extraido de una matriz bioldgica y la respuesta de la misma cantidad de
analito y/o estandar interno sin extraer (recuperacion del 100%). En los casos en
que la respuesta del analito se vea afectada por la matriz bioldgica, se considerara
como la recuperacion del 100%, a la respuesta de un blanco de la matriz biol6gica
extraida, a la que posteriormente se adicione el analito. Para la determinacién de
este pardmetro se recomienda emplear tres concentraciones diferentes del analito
(baja, media y alta) dentro del rango de la curva de calibracion..

Es importante sefialar que no es necesario que la recuperacion del analito sea del
100%, mientras que el grado de recuperacion del analito y del estandar interno sea
uniforme, preciso y reproducible.

El descubrimiento de diferencias significativas en la recuperacion entre el analito y
el estadndar interno, en las diferentes etapas de procesamiento de las muestras,
podria implicar un posible fallo del método durante la validacion. La seleccion del
estandar interno es una etapa muy importante en el desarrollo de un método
bioanalitico, ya que si es bien elegido, las pérdidas que se produzcan durante el
procesamiento de las muestras no tendran ningun impacto en la cuantificacion, ya
que sera similar para el analito y el estandar interno y por lo tanto se anulan entre
Si.



7.4.6 Curva de calibracion

La curva de calibracion para un procedimiento bioanalitico es la relacion existente,
bajo condiciones especificas, entre los valores de respuesta analitica y los valores
conocidos de concentracion de analito, denominandose calibracién al conjunto de
operaciones que establecen dicha relacion.

El objetivo de la calibracion es el establecimiento de la funcion de calibracion,
también Illamada funcién respuesta, y=f(x), en la que y es la respuesta analitica
medida (sefial, por ejemplo, area bajo la curva, altura del pico, absorcion) y x la
concentracion en estudio, correspondiente a los patrones de calibracion. Entre las
posibles funciones de calibracién, la funcién y=mx+b, correspondiente a la
ecuacion de una recta (funcién lineal), sera la elegida en lo posible, pero debe
tenerse en cuenta que podemos tener funciones respuesta no lineales.

La linealidad se define como la capacidad de un método de producir resultados
proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un intervalo dado, ya sea
directamente o por medio de una transformacién matematica definidas.

El método de minimos cuadrados se aplica con frecuencia para obtener la ecuacion
de la recta. Este método se basa en determinadas suposiciones. La primera es que
hay en realidad una relacién lineal entre la respuesta medida y la concentracion del
analito. Ademas, supone que los valores de x (concentraciones) tienen una
incertidumbre considerablemente menor que los valores del eje y (respuesta
analitica). Este supuesto pone de manifiesto la importancia de que las
concentraciones de los patrones de calibracion se conozcan con la maxima
precision posible. Es necesario considerar que siempre que haya una incertidumbre
importante en los datos de concentracion, el analisis basico lineal de minimos
cuadrados podria no dar la mejor recta. En tal caso, seria necesario un analisis de
correlacién complejo.

Otro supuesto que se hace es gue la variancia de la variable y es aproximadamente
constante u homocedastica. Pero en muchos casos, esto no se cumple y los errores
en los valores de la respuesta analitica aumentan con el incremento en la
concentracion del analito. Cuando existe heterocedasticidad, se utilizard el método
de minimos cuadrados ponderados. Este método se basa en dar mas importancia
(mas peso) a los datos con menor error, frente a los de mayor error.

Finalmente, en los casos en que los datos no se ajusten a un modelo lineal, se
deberd recurrir a los métodos de regresion no lineal. Algunos de estos utilizan
polinomiales o procedimientos de regresion mualtiple.



El ajuste de los datos de una curva de calibracion se debe realizar comenzando por
la regresion més simple posible. La seleccion de regresiones mas complejas debera
ser justificada adecuadamente; ..

Resulta relevante destacar que las funciones de calibracion se pueden utilizar
dentro de un determinado rango de concentraciones. Se define como rango de un
procedimiento analitico al intervalo, entre la concentracion superior e inferior de
analito (incluidas estas concentraciones), para las que se ha demostrado que el
procedimiento analitico cumple con los requisitos de precision, exactitud y funcion
respuesta. En este contexto se define al limite inferior de cuantificacion (LIC) y al
limite superior de cuantificacion (LSC) como la cantidad mas baja y mas alta,
respectivamente, de un analito en una muestra que puede ser determinada
cuantitativamente con precision y exactitud adecuada. Mientras que el Limite de
deteccion (LD) es la minima concentracion de un analito que el procedimiento
bioanalitico puede diferenciar del ruido de base de manera confiable..

El estandar mas bajo de la curva de calibracién es aceptado como el limite de
cuantificacion, si se cumplen los siguientes requisitos:

e La respuesta del analito en el LIC debe ser por lo menos 5 veces la sefial de
una muestra blanco, y

e Laprecision y exactitud del limite de cuantificacion debe ser inferior al 20 %
(CV) y £ 20 % del valor nominal (ER %), respectivamente.

El rango se determinara en base a las concentraciones esperadas en las muestras
para las cuales se desarrollé el procedimiento bioanalitico.

Procedimiento v criterios de aceptacidn

En los métodos bioanaliticos la curva de calibracion debera evaluarse en la matriz
biolégica para la que se ha desarrollado el método, cubriendo todo el rango de
calibracién. En el caso de la determinacién simultanea de varios analitos, debe
haber una curva de calibracion para cada analito estudiado.

Para la realizacion de la curva de calibracion se requiere un minimo de cinco a
ocho niveles de concentracion, para lo cual se utilizaran patrones de calibracién
[matrices a las cuales se adiciona concentraciones conocidas del analito y estandar
interno (El)], ademas de una muestra blanco (matriz procesada sin el EI) y una
muestra cero (matriz procesada con el El). Las muestras blanco y cero no se



utilizan para el calculo de los pardmetros de la curva de calibracién, solo se
emplean para evaluar la presencia de interferencias.

Durante la validacion se deben realizar como minimo tres curvas de calibrado
independientes. Cuando se obtiene una funcién lineal para la curva de calibracion
se deben informar los siguientes pardmetros: pendiente de la regresion, intercepto y
coeficiente de correlacion. Ademas, se informara el error relativo porcentual de
cada uno de los patrones de calibracidn, esto es, la desviacion en porcentaje de los
valores calculados frente a los teéricos.

La curva de calibracion debe cumplir los siguientes criterios para ser aceptada:

e El error relativo porcentual de cada uno de los patrones de calibracion no
deberd ser superior al 15 % de la concentracion nominal, excepto para el
LIC, que podra ser como méaximo del 20 %.

o Este criterio debera cumplirse para al menos el 75 % de los patrones de
calibracion de cada una de las curvas, con un minimo de cinco patrones de
calibracion incluyendo los limites superior e inferior del rango.

7.4.7 Integridad de dilucion

Cuando el analito esta presente en la muestra a concentraciones superiores al LSC,
la muestra debe ser diluida a fin de estar dentro del rango valido de concentracion.
Se deberd demostrar que esta manipulacion adicional de la muestra no afecta la
exactitud y la precisién del método.

La metodologia propuesta, para demostrar la integridad de la dilucion, consiste en
adicionar a la matriz bioldgica blanco una concentracién de analito superior a la del
LSC y posteriormente, realizar la dilucién de esta solucién con matriz blanco.
Deben realizarse al menos 5 determinaciones por factor de dilucion, abarcando el
rango de dilucidn aplicado a las muestras en la utilizacion de rutina del método.

7.4.8 Estabilidad

Evaluar la estabilidad del analito es un requisito fundamental para obtener un
método bioanalitico fiable. Por lo tanto, durante el desarrollo del método es
esencial comenzar por investigar la estabilidad del analito. Mediante la evaluacion
de la estabilidad se debe asegurar que cada etapa, durante la preparacion y el



analisis de la muestra, asi como las condiciones de almacenamiento, no afectan la
concentracién de analito. Para ello, cada fase del método analitico, asi como las
condiciones empleadas en el estudio de estabilidad, deben ser similares a las que se
emplearan en el uso de rutina del método. Los estudios deben evaluar la estabilidad
durante un periodo de tiempo igual o superior al que deben permanecer
almacenadas las muestras hasta su analisis. No se considera suficiente considerar
datos publicados en la literatura, ya que la estabilidad de un farmaco en un fluido
biolégico es funcién de las condiciones de almacenamiento, las propiedades
quimicas del farmaco, la matriz biologica y el sistema contenedor. La estabilidad
de un analito, en una matriz bioldgica y un sistema contenedor particular, sélo es
pertinente para dicha matriz y dicho sistema contenedor, y no debe extrapolarse a
otras matrices y sistemas contenedores.

Para realizar las determinaciones de estabilidad se debe evaluar al analito en
muestras de bajas y altas concentraciones, preparadas a partir de una solucion
madre fresca del analito en la matriz bioldgica apropiada, libre de analito e
interferencias. Dichas soluciones madres de analito deben ser preparadas en un
solvente apropiado, mediante la adicion a la matriz blanco del analito a una
concentracién méxima de 3 veces el LIC y cerca del LSC. Las muestras deben
analizarse inmediatamente después de su preparacion y luego, después de aplicar
las condiciones de almacenamiento que se han de evaluar. Se debe realizar una
curva de calibrado con estandares, y analizar las concentraciones obtenidas para las
muestras sometidas al estudio mediante comparacion con las concentraciones
nominales. La concentracién media a cada nivel debe estar comprendida dentro del
+15% de la concentracion nominal..

Las normas internacionales., brindan lineamientos que se toman como base para
evaluar la estabilidad del analito en diferentes etapas, abarcando la recoleccion y
manipulacion de las muestras. Estas incluyen la evaluacion de la estabilidad del
analito en la matriz biologica a través de varios ciclos de congelacion-
descongelacién, estabilidad a corto plazo (a temperatura ambiente o0 a la
temperatura de preparacion de las muestras), estabilidad a largo plazo (bajo las
condiciones de almacenamiento de las muestras hasta su analisis) y la estabilidad
de las muestras procesadas (en el muestreador automético). Las condiciones
utilizadas en los experimentos de estabilidad deben reflejar las situaciones que
puedan presentarse durante la manpulacién y el analisis de la muestra en la rutina.
El método debe incluir la evaluacion de estabilidad del analito en la solucién
madre.

Se debe evaluar muestras, al menos por triplicado, a 2 niveles de concentracién
cercanos a los de los controles bajo y alto, considerando las siguientes condiciones:



Estabilidad luego de ciclos de congelacion-descongelacion

Se debe determinar la estabilidad del analito después de 3 ciclos de
congelacion-descongelacion. Para ello, se deben almacenar las muestras a la
temperatura prevista durante 24 h, luego se permite, sin ayuda, que se
descongelen a temperatura ambiente. Cuando se descongelan
completamente, las muestras deben ser re-congeladas durante 12 a 24 h bajo
las mismas condiciones. El ciclo de congelacion-descongelacion debe
repetirse 2 veces y luego, analizar las muestras en el tercer ciclo. Si el analito
es inestable a la temperatura de almacenamiento prevista, las muestras deben
congelarse a -70°C durante los 3 ciclos de congelacion-descongelacion.

Estabilidad a corto plazo

Para evaluar la estabilidad a corto plazo se deben descongelar a temperatura
ambiente tres alicuotas a cada una de las concentraciones bajas y altas,
mantenerlas a esta temperatura durante 4 a 24 h (segun el tiempo previsto
para que las muestras se mantengan a temperatura ambiente en el estudio) y
luego, se las debe analizar.

Estabilidad a largo plazo

En la evaluacion de la estabilidad a largo plazo el tiempo de almacenamiento
deberia exceder el periodo comprendido entre la recoleccion de la muestra
inicial y el analisis de la ultima muestra. Se deben almacenar al menos tres
alicuotas a cada una de las concentraciones bajas y altas, bajo las mismas
condiciones previstas para las muestras en el estudio. ElI volumen de las
muestras debe ser suficiente para permitir realizar 3 veces el analisis.

Estabilidad de soluciones almacenadas

Se debe evaluar la estabilidad de soluciones madre de farmaco y estandar
interno, a temperatura ambiente, al menos durante 6 h. Su estabilidad debe
ser documentada si las soluciones son refrigeradas o congeladas durante
dicho periodo de tiempo. Después de transcurrido el tiempo de
almacenamiento en cuestién, se debe evaluar la estabilidad mediante
comparacion de la respuesta con la de soluciones recién preparadas. Se debe
realizar una dilucién apropiada de la solucion madre, considerando la
linealidad y el rango de medicion del detector.

Estabilidad de muestras procesadas

Se debe determinar la estabilidad de las muestras procesadas, incluyendo el
tiempo que residen en el inyector automatico. La estabilidad del farmaco vy el
estandar interno, en las muestras de validacion, deberia evaluarse durante el



tiempo de ejecucion esperado para el tamafio del lote, mediante la
determinacion de concentracion de estandares de calibracion originales.
Ademas, se debe evaluar la reproducibilidad de reinyeccion, para determinar
si una serie de analisis se podria volver a analizar en el caso de fallo del
instrumento.

Ademas, se debe evaluar la reproducibilidad de re-inyeccion, para determinar si
una serie de analisis se podria volver a analizar en el caso de fallo del instrumento.
En el caso de muestras de volumen pequefio, para las cuales la re-inyeccion no
seria posible, se puede realizar una comparacién entre estandares de calibracion
frescos y las muestras almacenadas.

Los extractos secos generalmente se reconstituyen en el momento del analisis, por
lo que no seria necesario evaluar su estabilidad, a menos que exista un problema
potencial de estabilidad por la composicién quimica del analito.

En el caso de estudios de muestras conteniendo analitos multiples y en estudios
especificos de bioequivalencia, se debe prestar atencion especial a la estabilidad de
los analitos en la matriz bioldgica conteniendo todos los analitos. Este tratamiento
se debe aplicar a la determinacion de la estabilidad del analito en la matriz
biolégica, muestreada directamente del paciente o animal que se somete a la
preparacion, antes del almacenamiento, para asegurar que las concentraciones
obtenidas por el método analitico reflejan las concentraciones del analito en el
paciente o animal al momento del muestreo.

Recientemente, fueron recopilados datos cuantitativos, provenientes de numerosos
laboratorios de servicios bioanaliticos, sobre la estabilidad de la matriz en
presencia de farmacos co-formulados o co-administrados. Todos los datos
demostraron que la presencia de farmacos co-formulados o co-administrados no
afecta la estabilidad. Por lo tanto, el Consejo Global de la Comunidad Bioanalitica
recomienda que la realizacion adicional de tales experimentos de estabilidad, en la
validacién de rutina del método bioanalitico, debe limitarse a situaciones en las que
el compuesto co-formulado o co-administrado puede afectar la estabilidad debido
al proceso de recoleccion.

La inestabilidad del analito puede producirse por diversas razones:
a) Evaporacién de compuestos volatiles.

b) Reaccion de oxidacion con el aire.



c) Interaccién con la superficie del sistema contenedor, como adsorcién
selectiva, adhesion al vidrio o plastico, lixiviacion de contaminantes del
vidrio o plastico.

d) Descomposicidn fotolitica.
e) Descomposicion térmica.
f) Actividad catalitica y enzimatica.

g) Reacciones fisicoquimicas con otros componentes de la muestra.

Esta dificultad puede ser minimizada o eliminada mediante:

a) Disminucién de la temperatura de almacenamiento para inhibir reacciones de
degradacion, tanto quimicas como enzimaticas.

b) Trabajar sobre hielo.

¢) Enfriamiento del automuestreador.

d) Pre-enfriamiento de viales, tubos y sistemas contenedores.

e) Conservacion de las soluciones y muestras analiticas a -70°C.

f) Proteger al analito de la luz.

g) Adicion de agentes estabilizantes (antioxidantes o anticoagulantes).
h) Ajuste del pH para minimizar la hidrolisis.

i) Adicion de inactivadores enzimaticos o inhibidores.

j) Realizacién de reacciones de derivatizacion quimica para estabilizar el
analito.
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