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RESUMEN

En la industria farmoquimica, las trazas de impurezas metalicas elementales (IE),
son un riesgo toxicoldgico por si mismas y deben ser controladas atendiendo a las
buenas practicas de manufactura, para asegurar que los principios activos
cumplan con los requisitos de seguridad y con las caracteristicas de calidad y

pureza que les son especificadas para poder vender los productos a otros paises.

Por esta razon, con un enfoque tecnolégico, social, economico y ambiental se
propuso desarrollar una metodologia general para el analisis de las posibles
impurezas elementales presentes en los API’s para asegurar el cumplimiento del

producto de acuerdo a la ICH Q3D*? previo a la implementacién del proceso.

Se desarrollaron y validaron métodos analiticos generales mediante la técnica de
ICP-MS para la cuantificacion de IE Clase 1, Clase 2A y Clase 2B para los
productos desarrollados y producidos en la empresa farmoquimica. Los resultados
demostraron que los productos cumplen con el atributo de calidad establecido
para el contenido de impurezas elementales a los niveles establecidos por las
guias ICH, lo cual implica que el producto puede continuar en el mercado y cumple
con los mas altos estandares de calidad.

La aplicacién de estos métodos a un producto que se desarrolla en la empresa
farmoquimica nos permite ver la funcionalidad de este tipo de cuantificacién en las
diferentes etapas del proceso aplicando herramientas como el manejo del riesgo
de la calidad para determinar las etapas criticas del proceso y la utilizacién de

espacios de disefio para un mejor control de las pruebas a realizar.



ABREVIATURAS

RAE
FDA
EMEA
ICH
API
GMP
PDE

USP
ICP-AES

ICP-MS
ppm
Ho/g
pg/dia
ATSDR
DER
1&D

NF
LOAEL
NOAEL
LOEL
NOEL
IARC

NTP
OMS

ppt
Pa

Real Academia Espafiola

Administracion de Alimentos y Medicamentos
Agencia Europea de Evaluacion de los Medicamentos
Conferencia Internacional sobre Armonizacién
Ingrediente Activo Farmacéutico

Buenas Précticas de Manufactura

Exposicion Diaria Permitida

Farmacopea de los Estados Unidos

Espectroscopia de Emision Atdmica de Plasma Inductivamente
Acoplado

Espectrofotometro de emision de plasma inductivamente acoplado
Partes por millon

Microgramos por gramo

Microgramos por dia

Agencia para sustancias toxicas y el registro de enfermedades
Desviacion Estandar Relativa

Investigacion y Desarrollo

Formulario Nacional

Nivel mas bajo de efecto adverso observado

Nivel de efecto adverso no observado

Nivel mas bajo de efecto observado

Nivel de efecto no observado

Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
Nota Técnica de Prevencion

Organizacion Mundial de la Salud

Partes por Trillon

Pascal
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1. INTRODUCCION

Segun la Real Academia Espafiola (RAE), la calidad se define como la
adecuacion de un producto o servicio a las caracteristicas o atributos

especificados®.

Un atributo es cada una de las cualidades o propiedades de un producto o
servicio. Cuando hablamos de un atributo critico de la calidad nos referimos a
las caracteristicas del producto que tienen un impacto en la calidad y que deben
ser estudiadas y controladas. Pueden ser propiedades o caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas o microbiolégicas que deban mantenerse dentro de un limite,

rango o distribucién apropiado, para asegurar la calidad del producto deseada.?

Algunos de los principales atributos de calidad de un farmaco o de un
medicamento son: identidad, potencia, pureza, eficacia, estabilidad y seguridad.®
Una calidad deficiente puede dejar al medicamento sin efecto terapéutico y puede
ocasionar reacciones adversas o téxicas; éstas, a su vez, pueden producir dafios
a los pacientes (prolongando su enfermedad o induciendo un problema de salud

nuevo), ademéas de malgastar recursos limitados.*

Los atributos de la calidad pueden verse afectados por el proceso de fabricacion,
el envasado, el almacenamiento y otros factores. Por ello, en la actualidad, el
aseguramiento de la calidad es un concepto absoluto: la calidad es una sola y se
debe lograr mediante normas y procedimientos que se ejecutan y exigen con rigor.

El aseguramiento de la calidad de los medicamentos abarca a investigacion y
desarrollo, produccion, control de calidad, almacenamiento, distribucién, farmaco-
vigilancia e informacién al profesional que prescribe y la informacion

proporcionada al paciente. °



Ejemplo de entidades que se encargan del aseguramiento de la calidad de los
medicamentos son: la FDA (Food and Drug Administration), en Estados Unidos, la
Agencia Europea de Evaluacion de los Medicamentos (EMEA), y una entidad
armonizadora, que es la ICH (International Conference on Harmonisation of

Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)®

Para asegurar la calidad de los medicamentos y de los farmacos o Principios
Activos Farmacéuticos APIs, (por sus siglas en inglés Active Pharmaceutical
Ingredient), uno de los atributos criticos que se deben de monitorear
cuidadosamente son las impurezas durante el desarrollo del proceso, la
optimizacion y la transferencia. El analisis de impurezas elementales, en especial
los elementos de mayor toxicidad (As, Cd, Hg y Pb) y otros estan fuertemente
regulados por legislaciones internacionales, °® como las anteriormente
mencionadas, y también por las legislaciones nacionales (informacion detallada en
Anexo A) debido a que estas impurezas pueden ser dafiinas a la salud humana

en muy bajas concentraciones.

En el presente trabajo se aborda la estrategia para asegurar que los API’s
producidos en la empresa farmoquimica cumplan en su totalidad con los
requerimientos de las agencias regulatorias nacionales e internacionales, en
cuanto al atributo de calidad establecido en el ambito de impurezas elementales.
Esta estrategia aborda desde la aprobacion de materias primas, el seguimiento de

las diversas etapas de la produccion y la verificacion del producto terminado.



2. MARCO TEORICO

2.1. Impurezas Elementales

Las trazas de impurezas metalicas elementales son un riesgo toxicoldgico por si
mismas Yy deben ser controladas atendiendo a las buenas practicas de
manufactura (GMP’s), para asegurar que los principios activos cumplan con los
requisitos de seguridad y con las caracteristicas de calidad y pureza que les son
especificadas. Por otro lado, este tipo de impurezas puede disminuir la estabilidad
y acortar la vida del API. Por esta razén entidades como la FDA, EMEA e ICH,
advierten que estos problemas de contaminacion deben ser completamente

investigados de forma periddica. °

2.2. Conferencia Internacional sobre armonizacién de requisitos técnicos
para el registro de productos farmacéuticos para uso humano (ICH).

La ICH es una entidad armonizadora que reune a las autoridades reguladoras de
Japon, Estados Unidos (FDA), la Unién Europea (EMEA) y Canada, y que junto
con la industria farmacéutica de investigacién, generan una serie de pautas y
orientaciones dirigidas a optimizar la calidad de los medicamentos, en aspectos
gue van desde la investigacion y el desarrollo de farmacos, hasta guias sobre

buenas practicas de manufactura.’

Desde su creacion en 1990, la ICH ha evolucionado gradualmente, para responder
cada vez mas de manera global sobre el desarrollo de farmacos. La mision de la
ICH es lograr una mayor armonizacion en todo el mundo para asegurar la
seguridad, eficiencia y alta calidad de medicamentos desarrollados y registrados
utilizando los recursos de la manera més eficiente. ® La estructura general de la

ICH y el enfoque del presente trabajo se muestra en la Figura 2.1.



ICH

[ | ] |
DIRECTRIZ DE DIRECTRIZ DIRECTRIZ DIRECTRIZ
SEGURIDAD DE EFICACIA MULTIDISCIPLINARIA DE CALIDAD
|
| |

Q1A-Q1F Estabilidad
Q2 - Validacion analitica
Q3A—-Q3DImpurezas
Q4 - Q4B Farmacopeas
Q5A - Q5E Calidad en los productos

Q2 - Validacion analitica
Q3A -Q3D Impurezas

mpurezas Q8 — Desarrollo biotecnoldgicos
organicas ~_ Farmacéutico QBA— Q6B Especificaciones
Q3C Solventes Q9 - Malr:aecj:caaltiﬂdeal‘fr;esgo de Q7-Buenas Practicasde Ma'nuiiactura
Residuales v Q8 — Desarrollo Farmaceutico
Q9 - Manejo del riesgo de la calidad
Ean pEE Q10 - Sistema de Calidad Farmacéutico
Elementales v

Q11 —Desarrollo y manufactura de
sustancias farmacoldgicas

Q12—Manejo del ciclo de vida /

Figura 2.1 Estructura general de la ICH (Fuente: elaboracién propia con informacién de la pégina oficial de la ICH)



Los temas de la ICH se dividen en cuatro categorias y se asignan de acuerdo a las

siguientes directrices. °

2.2.1. Directriz de seguridad

La ICH ha producido un amplio conjunto de directrices de seguridad para descubrir
riesgos potenciales como la carcinogenicidad, genotoxicidad y toxicidad para la

reproduccion.
2.2.2. Directriz de eficacia

El trabajo realizado por ICH bajo el titulo La eficacia tiene que ver con el disefio, la
realizacion, la seguridad y el informe de los ensayos clinicos. También cubre
nuevos tipos de medicamentos derivados de procesos biotecnoldgicos y el uso de
la farmacogenética con técnicas de genodmica para producir medicamentos mas

especificos.

2.2.3. Directriz multidisciplinaria

Esos son los temas transversales que no encajan de forma Unica en una de las
categorias de Calidad, Seguridad y de eficacia. Incluye la terminologia médica ICH
(MedDRA), el Documento Técnico Comun (CTD) y el desarrollo de estandares

electronicos de Transferencia de Informacion Regulatoria (ESTRI).
2.2.4. Directriz de calidad

Logros de armonizacion en el area de Calidad incluyen hitos fundamentales tales
como la realizacion de estudios de estabilidad, que definen los umbrales
pertinentes para las pruebas de impurezas y un enfoque mas flexible a la calidad
farmacéutica basado en Buenas Practicas de Manufactura (GMP) de gestion de
riesgos. Dentro de las directrices de calidad se desprenden las siguientes guias

mostradas en la Tabla 2.1.



Tabla 2.1. Directrices de calidad

Q1A - Q1F Estabilidad

Q2 Validacién analitica

Q3A -Q3D Impurezas

Q4 - Q4B Farmacopeas

Q5A — Q5E Calidad en los productos biotecnoldgicos
Q6A — Q6B Especificaciones

Q7 Buenas Préacticas de Manufactura

Q8 Desarrollo Farmacéutico

Q9 Manejo del riesgo de la calidad

Q10 Sistema de Calidad Farmacéutico

Q11 Desarrollo y manufactura de sustancias farmacoldgicas
Q12 Manejo del ciclo de vida

El presente trabajo se enfoca principalmente en las guias Q2 Validacion analitica,

Q3 Impurezas, Q8 Desarrollo farmacéutico y Q9 Manejo de riesgo de la calidad.
2.2.4.1. ICH Q2 Validacién analitica *°

Describe la validacion de los procedimientos, presenta una descripcion sobre las
caracteristicas que se deben de considerar durante la validacion de los
procedimientos analiticos. El objetivo es demostrar que los procedimientos

analiticos son adecuados para el propdsito previsto.

Los tipos de procedimientos a ser validados son cuatro: pruebas de identificacion,
pruebas cuantitativas para el control de impurezas, pruebas limite para el control

de impurezas y pruebas cuantitativas de la fraccién activa en el farmaco (ensayo).

Las pruebas de identificacion tienen por objeto garantizar la identidad de un analito
en una muestra. Esto se consigue normalmente mediante la comparacién de una
propiedad de la muestra (por ejemplo, espectro, comportamiento cromatografico,

reactividad quimica, etc.) con la de un patron de referencia.

Las pruebas para impurezas pueden ser cuantitativas o de limite para la impureza

en una muestra. De cualquier manera esta prueba esta disefiada para reflejar con



precision las caracteristicas de pureza de la muestra. Se requieren diferentes
caracteristicas de validacion para una prueba cuantitativa y para una de ensayo

limite.

En los procedimientos de ensayo se pretende medir el analito presente en una
determinada muestra. El ensayo representa una medicion cuantitativa del

componente principal en la sustancia farmacoldégica.

El objetivo del procedimiento analitico debe entenderse claramente para
determinar cuéles pardmetros deben ser evaluados. Los pardmetros evaluados
mas comunes son los siguientes: exactitud, precision, repetibilidad, precision
intermedia, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y

rango.

Procedimiento analitico: Se refiere a la forma en que va a ser llevado el analisis,
se deben de describir a detalle los pasos a seguir para ejecutar la prueba. Este
puede incluir, pero no se limita a: la muestra, estandares de referencia, la forma de
preparacion de los reactivos, uso de equipos, preparacion de curvas de

calibracion, uso de formulas para los calculos, etc.

Especificidad: Es la capacidad para asignar inequivocamente un analito en
presencia de componentes que se espera estén presentes, como pueden ser

impurezas, productos de degradacion, matriz de la solucion, etc.

Exactitud: La exactitud de un procedimiento analitico expresa el grado de
concordancia entre el valor que se acepta (convencionalmente considerado como

verdadero o el valor de referencia aceptado) y el valor encontrado.

Precision: La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de
concordancia (grado de dispersion) entre una serie de mediciones obtenidas a
partir de un muestreo multiple de la misma muestra homogénea en las
condiciones prescritas. La precision puede ser considerada en tres niveles:

repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.



Repetibilidad: Expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacion en

un intervalo corto de tiempo.

Precision intermedia: Expresa las posibles variaciones que pueden ocurrir dentro
de un mismo laboratorio, dias diferentes, analistas diferentes, equipos diferentes,

etc.
Reproducibilidad: Expresa la precision entre laboratorios.

Limite de deteccion: El limite de deteccion de un procedimiento analitico es la
cantidad mas baja de analito en la muestra que puede ser detectada, pero no

necesariamente cuantificada como un valor exacto.

Limite de cuantificacion: El limite de cuantificacion de un procedimiento analitico
es la cantidad mas baja de analito en la muestra que puede ser determinada

cuantitativamente con una adecuada precision y exactitud.

Linealidad: La linealidad de un procedimiento analitico es la capacidad del
meétodo analitico (dentro de un intervalo dado) para obtener resultados que son

directamente proporcionales con la concentracion del analito en la muestra.

Rango: ElI rango de un procedimiento analitico es el intervalo entre la
concentracion mas baja y mas alta del analito en la muestra, y para los cuales, ha
sido demostrado que el procedimiento analitico tiene un nivel adecuado de

precision exactitud y linealidad.

Robustez: La robustez de un procedimiento analitico es la medida de la
capacidad de permanecer sin ser afectado por pequefias o deliberadas
variaciones en los parametros del método y proporciona un indicio de su

confiabilidad durante su uso normal.

La revalidacion de los procedimientos analiticos debe ser llevada a cabo cuando
haya un cambio significativo en la sintesis del API, cambios en la composicion del

producto terminado y cambios en el procedimiento analitico.



2.2.4.2. ICH Q8 Desarrollo Farmacéutico 2

La seccion de Desarrollo Farmacéutico ofrece la oportunidad de presentar los
conocimientos adquiridos mediante la aplicacion de métodos cientificos y el riesgo
en el manejo de la calidad (por definicion, ver ICH Q9) para el desarrollo de un

producto y su proceso de manufactura.

La seccion de desarrollo farmacéutico esta destinada a proporcionar una amplia
comprension del proceso y fabricacion de productos para los colaboradores e

inspectores

El objetivo del desarrollo farmacéutico es disefiar un producto de calidad y su
proceso de fabricacién para entregar consistentemente un rendimiento previsto del
producto. La informacion y los conocimientos adquiridos en el desarrollo
farmacéutico, estudios y experiencia en la fabricacion proporcionan la
comprension cientifica para apoyar el establecimiento del espacio de disefio,

especificaciones y controles de proceso.

La informacion de los estudios de desarrollo farmacéutico puede ser una base
para la gestién en el manejo de riesgo de la calidad. Es importante destacar que la
calidad no puede ser probada en productos debe ser construida en el disefio. Los
cambios en la formulacion y fabricacion durante el proceso de desarrollo y la
gestion del ciclo de vida deben ser considerados como oportunidades para adquirir

conocimientos adicionales y establecer ademas el apoyo del espacio de disefio.

El espacio de disefio es propuesto por el solicitante y esta sujeto a la evaluaciéon y
aprobacion de las agencias reguladoras. Trabajar dentro del espacio de disefio no
se considera como un cambio, hacer actividades fuera del espacio de disefio, si es
considerado como un cambio y se debe de iniciar un proceso de aprobacién

regulatorio.

El solicitante puede elegir para llevar a cabo estudios farmacéuticos de desarrollo
gue puedan conducir a un mejor conocimiento del rendimiento del producto a

través de una gama mas amplia de los atributos del material, opciones de



procesamiento y parametros del proceso, esta inclusion de informacion demuestra
un mayor grado de comprension de los atributos de los materiales, procesos de
fabricacion y controles. Asi mismo, genera oportunidades para desarrollar

enfoques regulatorios mas flexibles para facilitar, por ejemplo:

e Decisiones regulatorias basadas en el riesgo

e Mejora de procesos de manufactura, sin mas revision reglamentaria

e Lareduccion de las presentaciones posteriores a la aprobacion

e Control de calidad en tiempo real, lo que lleva a una reduccién de las
pruebas de liberacion del producto final

El disefio y la conduccion de los estudios de desarrollo farmacéutico deben ser
consistentes con el propésito cientifico. Se debe de reconocer que el nivel de
conocimiento adquirido y no el volumen de datos recopilados, proporcionan la

base cientifica para el cumplimiento y su evaluacion regulatoria.

2.2.4.3. ICH Q9 Manejo del riesgo de la calidad **

Los principios de gestion de riesgos se utilizan efectivamente en muchas areas de
negocio y gobierno, incluyendo finanzas, seguros, seguridad en el trabajo, la salud

publica, farmacovigilancia, y por los organismos que regulan a estas industrias.

Se entiende que el riesgo se define como la combinacion de la probabilidad de
que ocurra un dafio y la gravedad de dicho dafio. En relacion a los productos
farmacéuticos, aunque hay una gran variedad de partes interesadas,
incluyendo los pacientes, los profesionales de la medicina, el gobierno y la
industria, la proteccion del paciente mediante la gestion de los riesgos para la
calidad debe ser considerada de primera importancia.

La fabricacion y uso de un farmaco (medicamento), incluyendo sus componentes,
implica un cierto grado de riesgo. El riesgo para su calidad es s6lo un componente
del riesgo global. Es importante entender que la calidad del producto debe ser
mantenida a lo largo del ciclo de vida del producto de tal manera que los atributos

gue son importantes para la calidad del farmaco (medicamento) siguen siendo
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consistentes con las utilizadas en los estudios clinicos. Con un enfoque de gestién
de riesgo de calidad eficaz es posible garantizar ain mas la alta calidad del
farmaco (medicamento) controlando los posibles problemas de calidad durante su

desarrollo y fabricacion.
Los principios del manejo del riesgo en la calidad son:

1. La evaluacion del riesgo de la calidad debe estar basada en el
conocimiento cientifico y ligado a la proteccion del paciente

2. El nivel de esfuerzo, la formalidad y la documentacion de los riesgos de la
calidad es un proceso de gestiébn que debe estar acorde con el nivel de

riesgo

La gestidon de riesgos de calidad es un proceso sistematico para la evaluacion, el
control, la comunicacion y la revision de los riesgos para la calidad de los

medicamentos en todo el ciclo de vida del producto.

Un modelo para la gestion de riesgos de calidad se indica en la Figura 2.2. Se
podrian utilizar otros modelos. El énfasis en cada componente del marco podria
diferir de un caso a otro, sin embargo, un proceso robusto incorporara la
consideracion de todos los elementos en un nivel de detalle que sea acorde con el

riesgo especifico.

En el diagrama de la Figura 2.2 no se muestran los nodos de decision ya que
estos se pueden presentar en cualquier parte del proceso. Estas decisiones
podrian ser para volver al paso anterior y buscar mas informacién para ajustar los
modelos de riesgo o para dar por terminado el proceso de gestion de riesgos
basado en la informacion que apoya tal decision. En el diagrama de flujo
"inaceptable” no soOlo se refiere a los requisitos legales, legislativos o
reglamentarios, sino también a la necesidad de revisar el proceso de evaluacion

de riesgos.
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Figura 2.2 Proceso general del manejo de riesgo de la calidad (Traducido de ICH Q9)

A continuacién se describen cada uno de los componentes del proceso general
para el manejo del riesgo en la calidad.

e Iniciacién del proceso de manejo del riesgo de la calidad, debe incluir
procesos sistematicos disefiados para coordinar, facilitar y mejorar la toma
de decisiones.

o Definir las preguntas sobre el problema o los riesgos, incluyendo las
hipotesis que permitan identificar el potencial de riesgo
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o Reunir toda la informacion de fondo y los datos sobre el peligro
potencial, dafio o impacto en la salud humana
o ldentificar un lider y los recursos necesarios
o Especificar una linea de tiempo, los resultados y el nivel apropiado
de decisiones para el proceso de gestion de riesgo
Evaluacion del riesgo, consiste en la identificacion del los peligros y el
analisis y evaluacion de los riesgos asociados con la exposicidn a estos
peligros. se tiene que comenzar con una descripcidn bien definida del
problema y utilizar la herramienta adecuada, utilizando tres cuestiones
fundamentales tales como:
o ¢Qué puede salir mal?
o ¢Cual es la probabilidad de que algo salga mal?
o ¢Cudles serian las consecuencias?
Control del riesgo, incluye la toma de decisiones para reducir o aceptar
riesgos. el objetivo del control del riesgo es reducir el riesgo a niveles
aceptables. la cantidad de esfuerzo utilizado para el control del riesgo debe
ser proporcional al significado del riesgo. el control del riesgo debe
enfocarse en las siguientes cuestiones:
o ¢Elriesgo esta por arriba del nivel aceptable?
o ¢Como se puede hacer para reducir o eliminar el riesgo?
o ¢Cual es el balance apropiado entre beneficios, riesgos y recursos?
o ¢Hay nuevos riesgos que se introducen como resultado de la
identificacion de los riesgos controlados?
Comunicacion del riesgo, es el intercambio de informacion sobre los
riesgos y la gestion de los riesgos entre los que toman las decisiones y los
demas
Revision del riesgo, debe ser una parte activa del proceso de gestion de la
calidad. se debe de implementar un mecanismo para revisar 0 monitorear

los eventos
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2.2.4.4.ICH Q3 Impurezas *

La directriz ICH Q3 existente clasifica a las impurezas como organicas,
inorganicas y solventes residuales. Especificamente, las Directrices Q3A y Q3B
abordan lo relativo a las impurezas organicas. Adicionalmente la directriz Q3C fue
desarrollada para proporcionar los requisitos para solventes residuales. La nueva
Directriz Q3D proporciona los requisitos para los metales, que se incluyen en la

clasificacion de impurezas inorganicas.

Un enfoque armonizado para el control de impurezas metalicas, incluyendo la lista
de metales especificos y los limites apropiados para estos metales, sera
beneficioso para ayudar a evitar la incertidumbre y la duplicacion de trabajo para la
industria. La EMA (Entidad Mexicana de Acreditacion) proporcioné recientemente
algunas directrices reguladoras sobre limites para los residuos de catalizadores
metélicos y reactivos. Una directriz de la ICH se asegurara de que los nuevos
requisitos tengan la informacién necesaria de las autoridades reguladoras

regionales, en beneficio de los reguladores, la industria y la salud publica.

Una directriz ICH para las impurezas metalicas hace hincapié en el control de las
cadenas de suministro y evaluacion de riesgos. Este enfoque esté fuera del ambito
habitual de farmacopeas y requiere una aportacion significativa de las autoridades
reguladoras. La nueva Directriz Q3D se centra en el establecimiento de limites
adecuados para metales especificos, sin proporcionar necesariamente detalles
sobre los procedimientos analiticos que se utilizaran. En apoyo de la Directriz
Q3D, los procedimientos analiticos deben ser establecidos por las farmacopeas
para determinar los niveles de impurezas elementales, con una prevision de uso

de cualquier procedimiento validado apropiado para una aplicacién en particular.

La toxicidad de las impurezas elementales esta relacionada con su
biodisponibilidad. Los elementos incluidos en la Guia ICH Q3D se colocaron de
acuerdo a su toxicidad (PDE, Exposicion Diaria Permitida) y se clasificaron en 4
categorias Ver Figura 2.3
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ICH Q3D

Clase 1 Clase?2 Clase 3 Clase 4

Clase 2B:

Ag, Au, Ir, Os,
Pd, Pt, Rh, Ru,
SeyTl

Clase 2A: Al, B, Ca, Fe,

As, Cd, Hg, Pb

Ba, Cr, Cu,Li, | W g Mn, Na,

V, Co, Ni Mo, Sby Sn WyZn

Figura 2.3 Clasificacion de las impurezas elementales de acuerdo a la guia ICH Q3D (Fuente: elaboracion propia)
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Clase 1: As, Cd, Hg y Pb. Estos elementos son considerados como toxicos para el
humano y su uso es limitado o prohibido para la manufactura de los productos
farmacéuticos. Su presencia se puede deber a los materiales usados como
excipientes. Debido a su naturaleza Unica estos elementos deben ser
considerados durante la evaluacion del riesgo, en todas las rutas de

administracion.

Clase 2: Estos elementos son considerados como toxicos para el humano y se
subdividen en 2 grupos dependiendo de la probabilidad relativa de su presencia en

los farmacos.

Clase 2A: Elementos con alta probabilidad de presencia en los farmacos y
requieren ser evaluados no importando la ruta de administracion. Estos

elementos son: V, Coy Ni.

Clase 2B: Elementos con una baja probabilidad de presencia en los
farmacos, baja abundancia. Por lo tanto, estos solo deben de ser evaluados
cuando sean adicionados de manera intencional durante el proceso de
fabricacion, excipientes o algin componente de la ruta de sintesis. Los

elementos de este grupo son: Ag, Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Sey Tl.

Clase 3: Los elementos de esta clase tienen una toxicidad relativamente baja en la
ruta de administracion oral, pero requieren ser evaluados cuando se trate de
administracion por la via parenteral o inhalada. Para la ruta de administracién oral
se debe considerar Unicamente cuando estos sean adicionados de manera

intencional. Los elementos de esta clase son: Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sby Sn.
Clase 4: Algunas impurezas elementales para los que no se han establecido las

PDE debido a su baja toxicidad y / o diferencias en los reglamentos regionales.

Algunos de los elementos considerados son: Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, Wy Zn.

16



La Tabla 2.2 muestra la exposicion diaria maxima permisible en valores de

(ug/dia) para la administracion de productos basados en una persona promedio de

50 kg.

Tabla 2.2. Exposicion diaria maxima permisible en pg/dia

Clase Concentracion
Oral (ug/dia)
5
5

IHHHHHHHH'
Cd
Pb

As
Hg
Co
\Y
Ni
TI
Au
Pd
Ir
Os
Rh
Ru
Se
Ag
Pt
Li
Sb
Ba
Mo
Cu
Sn
Cr

Fuente: Guia ICH Q3D, vigencia: 2014-12-16

1
1
1
1

2A
2A
2A
2B
2B
2B
2B
2B
2B
2B

NN DN
WWWwWWwWWwemomm

15
30
50
100
200
8
100
100
100
100
100
100
150
150
100
550
1200
1400
3000
3000
6000
11000

Concentracion
Parenteral

(ng/dia)
2

15
3
5

10

20
8

100

10

10

10

10

10

80

10

10

250

90

700

1500

300
600

Concentracion
Inhalada

(pg/dia)

NN =
PNWRRPRRPRRRPRPOURWERENON
o o =

300
10
30
60

1100 3
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La Tabla 2.3 muestra la exposicion diaria maxima permisible en valores de (ug/g)
microgramo por gramo o ppm (partes por millébn) para la administracion de

productos basados en una persona promedio de 50 kg.

Tabla 2.3. Exposicion diaria maxima permisible en ppm (pg/g)

Concentracion Concentracién |Concentracion
Elemento| Clase oral ( ug/g) Parenteral Inhalada
(Lg/9) (Hg/9)
Cd 0.5 0.2 0.2

1 . . .
Pb 1 0.5 0.5 0.5
As 1 15 15 0.2
Hg 1 3 0.3 0.1
Co 2A 5 0.5 0.3
\% 2A 10 1 0.1
Ni 2A 20 2 0.5
T 2B 0.8 0.8 0.8
Au 2B 10 10 0.1
Pd 2B 10 1 0.1
Ir 2B 10 1 0.1
Os 2B 10 1 0.1
Rh 2B 10 1 0.1
Ru 2B 10 1 0.1
Se 2B 15 8 13
Ag 2B 15 1 0.7
Pt 2B 10 1 0.1
Li 3 55 25 2.5
Sb 3 120 9 2
Ba 3 140 70 30
Mo 3 300 150 1
Cu 3 300 30 3
Sn 3 600 60 6
Cr 3 1100 110 0.3

Fuente: Guia ICH Q3D, vigencia 2014-12-16
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2.3. FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos) y USP (Farmacopea

de los Estados Unidos) ***°

La Convencion de la Farmacopea de Estados Unidos (USP) es una organizacion
independiente sin fines de lucro que establece estdndares de calidad, pureza,
identidad y potencia de medicamentos, ingredientes alimenticios y suplementos
dietarios fabricados, distribuidos y consumidos en todo el mundo. La FDA es el
organismo encargado de hacer cumplir los estandares de farmacos de USP en los
Estados Unidos, y estos estandares se desarrollan y aplican en mas de 140
paises en todo el mundo.

En enero del 2010, la USP propuso limites toxicologicos para las impurezas
elementales, con los cuales se pretende reemplazar los métodos existentes en el
capitulo general <231> metales pesados, por técnicas modernas y de mayor

sensibilidad.

Los nuevos capitulos proporcionan los limites aceptables para la presencia de
impurezas elementales, capitulo <232>, basados en datos de toxicidad y niveles
de exposicion, asi como los procedimientos para la deteccion de impurezas
seleccionadas en los productos basados en técnicas analiticas modernas, capitulo
<233>. M

El capitulo general <232> recomienda los limites para las cantidades aceptables
de impurezas elementales en API's. De las 15 impurezas elementales
mencionadas, 11 son catalizadores. Las cuatro restantes (As, Cd, Hg y Pb) son
impurezas naturales o ambientales, de las Ultimas cuatro es obligatorio la

evaluacion de su posible presencia. *°

El capitulo general <233> recomiendan las técnicas de Espectroscopia de Emision
Atomica de Plasma Inductivamente Acoplado (ICP-AES) y la de Espectrometria de
emisidon de Plasma Inductivamente Acoplado (ICP-MS) (informacién detallada

Anexo F) para detectar impurezas elementales, también describe las
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consideraciones para la validacion y/o verificacion de los procedimientos y para el

reconocimiento de métodos alternos aceptables. *°

La modificacibn de los métodos para la cuantificacion de estas impurezas
elementales se debe a que el método tradicional del analisis de metales de la
USP<231> lleva practicandose mas de cien afios. El método USP<231> es un
método colorimétrico, donde la muestra es comparada con un patron de 0.001%
(10 ppm) de Pb; la comparacion es visual lo cual indica subjetividad en el
resultado, no proporciona un ensayo limite, no es cuantitativo, no es sensible a
todos los elementos téxicos o residuos de catalizadores y se requiere de una gran

cantidad de muestra (2 g) por determinacion.

En el nuevo método USP<233> la preparacion de la muestra se lleva a cabo por
digestién en microondas y provee una completa disolucion de la mayoria de los
materiales sdlidos, requiere una menor cantidad de muestra (0.1 g), mejorando la

eficiencia y reduciendo el tiempo de analisis. *’
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tecnologico: En los dultimos afios, los limites de exposicion a impurezas
elementales tales como As, Cd, Pb y Hg han sido restringidos hasta niveles de 5
ug /dia, lo cual implica que los métodos analiticos tengan que ser capaces de
cuantificar concentraciones menores a 1 ppm (partes por millon). Para cumplir con
lo anterior, se deben desarrollar nuevos métodos basados en técnicas analiticas
modernas cuya principal ventaja sea alcanzar un limite de deteccion mas bajo ya

que las metodologias actuales cuantifican niveles de 10 ppm o mayores.

Social: Debe existir un control para las impurezas elementales con el fin de
proporcionar un beneficio a la salud publica, estableciendo controles apropiados
para estas impurezas que se conoce tienen efectos toxicos en el ser humano.
Estas impurezas pueden provenir de las materias primas, excipientes, procesos de
fabricacion del producto y pueden ser catalizadores, reactivos, metales pesados u

otros.

Econdémico: Los requerimientos regulatorios actuales exigen el cumplimiento de
especificaciones mas estrictas sobre impurezas elementales. Los productos que
actualmente se producen en la empresa farmoquimica, no cuentan con una
metodologia de analisis de impurezas elementales que se ajuste a lo establecido
en las normas regulatorias internacionales ICH Q3D, por lo cual es importante el
desarrollo y validacion de tal metodologia. Esta metodologia debe poder aplicarse
a todos los principios activos que ya se encuentran en el mercado internacional y

estan regidos por las normas ICH.
Ambiental: Al contar con una metodologia adecuada evitaremos retrabajos y

reprocesos, lo que implica costos adicionales, residuos, consumos de energia,

materias primas.
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4. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una metodologia general para el andlisis de las posibles impurezas

elementales presentes en los API’s para asegurar el cumplimiento del producto de

acuerdo a la ICH Q3D previo a la implementacion del proceso.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1.

4.1.2.

4.1.3.

4.1.4.

Desarrollar una metodologia analitica general para la determinacion de
impurezas elementales Clase 1, Clase 2A y Pd mediante la técnica de ICP-
MS de acuerdo a los limites establecidos en las guias ICH Q3D en base a

la dosis diaria maxima permisible

Revisar y documentar informacion toxicolégica de cada una de las

impurezas elementales a monitorear: As, Cd, Hg, Pb, V, Co, Niy Pd

Elaborar los protocolos de validacion para los métodos analiticos
desarrollados, asi como la validacion de dichos métodos y presentacion de

resultados mediante un reporte de validacién

Identificar y documentar el origen de las posibles fuentes de impurezas
elementales en el proceso de fabricacién del API a estudiar para asegurar

que el producto cumpla el requerimiento regulatorio
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5. METODOLOGIA

La metodologia que se llevd a cabo para el cumplimiento de los diferentes

objetivos especificos fue la siguiente:

Objetivo especifico 1: Desarrollar métodos analiticos para la determinacion de

impurezas elementales clase 1, clase 2A y Pd.

Para el desarrollo de estos métodos se utilizd6 la metodologia indicada en el

capitulo USP <233> referente a los procedimientos analiticos y considerando la

dosis maxima de ingesta de 10 g/dia del API, para cada elemento se determind la

concentracion maxima permisible, quedando los valores como se muestra en la

Tabla 5.1, estos valores corresponden con lo especificado en la guia ICH Q3D y

se utilizaron los equipos, materiales, estandares y reactivos descritos mas
adelante *®
Tabla 5.1 Especificacion vigente para las impurezas elementales
Elemento As Cd Hg Pb \ Co Ni Pd
Clase 1 1 1 1 2A 2A 2A 2B
Especificacion [y 3 05 | 10 5 20 | 10

Vigente (ppm)

Fuente: Guia ICH Q3D, vigencia 2014-12-16

Equipos y materiales

e [CP-MS 7700 Series Agilent Technologies

e Digestor Mars Express

e Balanza Analitica Sartorius

e Agilent MassHunter Workstation Software for 7700 Series ICP-MS

e Tubos de teflén para digestion de muestras
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e Micropipetas de 5 mL, 1000 pL, 100 pL
e Matraces volumétricos de 100, 50, 25y 10 mL
e Acrodiscos de nylon de 0.2 um

e Jeringas de 5 mL

Estandares y reactivos:
e Soluciones estandar de Indio, Arsénico, Cadmio, Mercurio, Plomo, Vanadio,
Cobalto, Niquel y Paladio [1000 mg/L]
e Acido nitrico (HNO3) 70%, Aldrich, nivel trazas
e Acido clorhidrico (HCI), 36.5 — 38.0%, J.T. Baker, nivel trazas

e Agua desionizada

Objetivo especifico 2: revisar y documentar informaciéon toxicologica de las

principales impurezas elementales a monitorear

Se llevé a cabo la revision bibliografica de las principales impurezas elementales
a monitorear (Arsénico, Cadmio, Mercurio, Plomo, Vanadio, Cobalto, Niquel y
Paladio) utilizando principalmente lo descrito en la guia ICH Q3D vigente a partir
del 16- diciembre-2014 y en diferentes bibliografias como la ATSDR que nos
ayudara a comprender la importancia de su evaluacion en los principios activos

farmacéuticos y que son para el consumo humano.

Objetivo especifico 3: Elaborar los protocolos de validacion para los métodos

analiticos desarrollados, validacién y reporte de resultados % 2

Con base en los requerimientos de la empresa farmoquimica y de la USP <233>
se elaboraron los protocolos de validacion que incluyeron las diferentes pruebas a
evaluar y los criterios de aceptacion tal como se muestran en las Tablas 5.2 y 5.3

para la determinacién de impurezas elementales clase 1, clase 2A y Paladio
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Tabla 5.2 Criterios de aceptacion para la validacion de métodos analiticos

utilizados en la empresa farmoquimica. (Fuente: Protocolos de validacion)

Parametro

Criterio de aceptacién

Estabilidad de la solucion
estandar stock

90 al 100 % de la concentracion tedrica

Estabilidad de la solucién
estandar de trabajo

90 al 110 % de la concentracion tedrica

Estabilidad de la solucion
muestra

La respuesta del analito no aumenta ni disminuye por
arriba del limite de cuantificacion

Linealidad (%)

2 0.99

Limite de Cuantificacion
%DER? de la respuesta

No mas de 10%

Limite de Deteccidon

Se observa respuesta

Exactitud (% recobro al limite
de cuantificacion, 100 y 120 %)

70 — 150 % de la cantidad adicionada

Precision
(% de diferencia de los

No mas de 15%

promedios)
Rango LC — 120% de la concentracion objetivo
Robustez Conforme

aDesviacion Estandar Relativa

Tabla 5.3 Criterios para la validacion de métodos conforme a la USP <232> para

procedimientos cuantitativos. (Fuente: USP vigente)

Parametro Criterio de aceptacion
. Recobro del 70 al 150 % para la media de tres
Exactitud , . o
preparaciones repetidas a cada concentracion
Repetibilidad Seis muestras independientes, DER No mas de 20 %
Tolerancia (precision Dias distintos, equipos distintos o analistas diferentes,
intermedia) DER No més de 25%.

LC, intervalo y linealidad

Se demuestra cumpliendo los parametros de exactitud

Objetivo especifico 4: Identificar y documentar el origen de las posibles fuentes

de impurezas elementales en el proceso de fabricacion del API a estudiar para

asegurar que el producto cumpla el requerimiento regulatorio
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Se utilizé uno de los productos desarrollados en la empresa farmoquimica para
desarrollar y validar los métodos analiticos desarrollados para la determinacion de
impurezas elementales clase 1, clase 2A y paladio. Resultados iniciales Tabla 5.4.
Se llevo a cabo el monitoreo de una de las impurezas que se encontraban
presentes en el producto (paladio), y se le dio seguimiento desde las materias
primas hasta el producto final. El proceso del producto estudiado se muestra en la
Figura 5.1

Tabla 5.4 Resultados iniciales obtenidos del monitoreo de las diferentes impurezas

elementales
As 1.5 ND
Cd 0.5 ND
Hg 3 ND
Pb 0.5 ND
V 10 ND
Co 5 ND
Ni 20 ND
Pd 35 100

RXN MP1y :> . [:> RXN
MP2 Intermedio 1 hidrogenacion

Tratamiento
con agente
quelante

RXN/ Intermedio 2
aislamiento Base libre

MQ-

Figura 5.1. Proceso general del API estudiado
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Desarrollo de métodos analiticos

Se desarrollaron métodos analiticos generales en el Laboratorio de I1&D Analitico
mediante la técnica de ICP-MS para la cuantificacion de Impurezas Elementales
Clase 1 (As, Cd, Pb y Hg), impurezas elementales clase 2A (V, Co y Ni) y Clase
2B (Pd) para los productos desarrollados y producidos en la empresa

farmoquimica.

Para el desarrollo de estos métodos analiticos se consideré la metodologia
indicada en el capitulo USP <233> referente a los procedimientos y se considerd
la dosis maxima de ingesta de 10 g/dia del API, asi para cada elemento se
determind la concentracion maxima permisible, quedando los valores como se
muestra en la Tabla 6.1, estos valores corresponden con lo especificado en el
capitulo <232> de la USP 38 NF 33 segundo suplemento que entro en vigor el 1
de diciembre del 2015 donde se homologaron con los valores recomendados en la
guia ICH Q3D versién 16 diciembre 2014.

Tabla 6.1 Especificacion de las impurezas elementales para el API estudiado

Elemento As Cd Hg Pb \ Co Ni Pd

Clase 1 1 1 1 2A 2A 2A 2B

Especificacion

a
Vigente (ppm) 1.5 0.5 3 0.5 10 5 20 10

. Fuente: Guia ICH Q3D, vigencia 2014-12-16
%La especificacién para paladio puede modificarse dependiendo de la exposicion diaria

permitida del producto, en particular para el caso de estudio el Pd se valid6 con una

especificacion de 20 ppm
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Para cada uno de los elementos se prepar6 una curva de calibracién que va desde
el 125 % de la especificacion hasta el 200 %, estos métodos fueron
posteriormente validados para asegurar que los resultados obtenidos fueran

confiables.

El método desarrollado para la determinaciéon de As, Cd, Hg y Pb fue probado y
aplicado satisfactoriamente a mas de 60 productos producidos dentro de la
empresa. El método general para la determinacion de V, Co y Ni, fue aplicado a 69
productos, en el caso del método para la determinacion de Pd se utilizé en los
productos en los que durante su proceso de manufactura fue utilizado este

elemento como catalizador.

El método general para la determinacion de impurezas elementales clase 1 no se
aplico a la misma cantidad de productos que el método general para la
determinacidén de impurezas elementales clase 2A debido a la naturaleza de la
molécula, por lo cual se tuvieron que desarrollar métodos adicionales para poder

realizar la cuantificacion.
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6.2 Toxicidad de las impurezas elementales 2

Se revisé y documentd la informacién toxicolégica de cada una de las principales
impurezas elementales a monitorear As, Cd, Hg, Pb, V, Co, Niy Pd, la informacién

se encuentra resumida en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2. Informacién toxicolégica de las impurezas elementales analizadas

PDE-

Clase Consecuencias

Elemento Oral
(Mg/g)

Arsénico 15 1 Compuestos Genotoxico, carcindgeno, piel,
inorganicos  higado, pulmén, rifidn y la vejiga
Cadmio 0.5 1 Sales de Genotoxico, carcinégeno,
cadmio pulmén, rifidn y prostata
solubles en
agua
Mercurio 3 1 Mercurio Efectos toxicoldgicos,
elemental e  neuronales, hematopoyéticos,
inorganico corrosivo, efectos renales y
enfermedades cutaneas
Plomo 0.5 1 Compuestos Efectos neurolégicos,
organicos e  reproductivos, de desarrollo,
inorganicos  inmunoldgico, cardiovasculares y
renales
Vanadio 10 2A Pentéxido de Genotoxico, posible
vanadio carcinogénico
Cobalto 5 2A cloruro de Policitemia, por exposiciéon
cobalto repetida
Niquel 20 2A Sales de Genotoxico, dolor de estomago,
niquel depresion del peso corporal y los
efectos adversos en la sangre y
los rifiones
Paladio 10 2B Catalizadores Se acumula en el rifidén y se

Pd 2

Fuente: Elaboracion propia con informacion de la guia ICH Q3D

elimina a través de la via fecal
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En la Tabla 6.2 solo se consideraron los elementos que deben ser monitoreados
de manera obligatoria debido a su toxicidad a concentraciones muy bajas. El valor
de PDE (Exposicion Diaria Permitida) oral se encuentra homologado tanto en las

guias ICH como en la USP

Para informacion mas detallada se puede consultar el Anexo E de informacion

toxicoldgica
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6.3 Resultados de la validacién de los métodos analiticos

Se elaboraron los protocolos de validacion para los métodos analiticos generales
para la determinacién de impurezas elementales clase 1, clase 2A y Pd por ICP-

MS, los cuales cuentan con un codigo interno asignado.

Estos documentos cuentan el objetivo y disefio de la validacion en la cual se
describe el método analitico, los estandares a utilizar, la muestra, tipo de
validacion a realizar, descripcion de los parametros a evaluar y la descripcién de
como realizar las pruebas tales como, idoneidad del sistema, robustez, estabilidad
de las soluciones (estandar y muestra), linealidad, limite de cuantificacién, limite
de deteccidn, exactitud, precision y rango. Incluyen también los criterios de
aceptacion. Previamente descritos en el apartado de validacion 2.2.4.1. ICH Q2

Validacion Analitica

Se hizo la validacion de los métodos analiticos conforme a lo establecido en los
protocolos de validacién, se ejecutaron las pruebas tal como se describen
utilizando una muestra representativa de planta productiva, que se encuentra
aprobada y cuenta con su certificado analitico. Se llevaron a cabo pruebas de
idoneidad del sistema, estabilidad de las soluciones, linealidad, limite de
cuantificacion, limite de deteccion, exactitud, precision, rango y robustez. Los
resultados se encuentran agrupados por grupo de impurezas y se resumen en las
Tablas 6.3, 6.4y 6.5

Los resultados fueron descritos en un reporte de validacién asignado con un
codigo interno. El detalle de los resultados obtenidos se puede encontrar en los

Anexos B, Cy D de este documento

Los resultados demuestran que los productos cumplen con el atributo de calidad

establecido para el contenido de impurezas elementales a los niveles establecidos
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por las guias ICH para las diferentes impurezas monitoreadas como se puede

observar en las Tablas 6.3, 6.4 y 6.5.

Tabla 6.3. Resultados obtenidos en la validacion del método para la determinacion

de Impurezas Elementales clase 1

Parametro

As

Cd

Hg

Pb

Estabilidad de la solucién estandar
de trabajo

(%RecoDbro g3 horas/ temperatura ambiente)

100

99

96

97

Estabilidad de la solucibn muestra

(%RECObI’O 22 horas/ temperatura ambiente)

La respuesta de As, Cd, Hgy Pb no
incrementa ni disminuye por arriba del limite
de cuantificacion

Linealidad (r?) 1.00 1.00 1.00 1.00
Limite de Cuantificacion
Concentracién en pg/L 15 0.5 3.0 1.0
ppm de la concentracion de la muestra 0.375 0.125 0.750 0.250
%DER de la respuesta * 2 3 0 1
Limite de Deteccion
Concentracién en pg/L 0.75 0.25 1.50 0.25
ppm de la concentracion de la muestra 0.1875 0.0625 0.3750 0.0625
Exactitud (%recobro)
Al limite de cuantificacion 114 99 95 86
100% de la especificacion 121 97 97 86
120% de la especificacion 120 93 89 84
Precision

3 2 7 6

(% de diferencia de los promedios)

Rango

LC — 120% de la concentracion objetivo

Robustez

Conforme

Fuente: Elaboracion propia

! Relacién CPSanaitd/CPSin

Donde:

CPS anaiite: Cuentas por segundo del Analito (As, Cd, Hg, Pb)

CPS in: Cuentas por segundo del estandar interno
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Tabla 6.4. Resultados obtenidos en la validacion del método para la determinacién

de Impurezas Elementales clase 2A

Parametro \Y/ Co Ni
Estabilidad de la solucién estandar
stock 98 102 101
(%Recobro 151 horas/ refrigeracién)
Estabilidad de la solucién estandar
de trabajo 110 106 105

(%Recobro 17 horas/ temperatura ambiente)

Estabilidad de la solucién muestra
(%Recobro 22 horas/ temperatura ambiente)

La respuesta de V, Co y Ni no incrementa ni
disminuye por arriba del limite de cuantificacién

Linealidad (r?) 1.00 1.00 1.00
Limite de Cuantificacion (LC)

Concentracién en pg/L 2.500 1.250 5.000
ppm de la concentracion de la muestra 2.50 1.25 5.00
%DER de la respuesta ! 3 1 1
Limite de Deteccién

Concentracién en pg/L 1.2500 06250 2.5000
ppm de la concentracion de la muestra 1.250 0.625 2.500
Exactitud (% recobro)

Al limite de cuantificaciéon 102 104 114
Al 100% de la especificacion 91 91 90
Al 120% de la especificacion 103 101 101
Precision

(% de diferencia de los promedios) 12 11 10

Rango

LC — 120% de la concentracion objetivo

Robustez

Conforme

Fuente: Elaboracion propia

! R6|aC|én CPSAna”to/CPSm

Donde:

CPS anaiito: Cuentas por segundo del Analito (V, Co y Ni)

CPS in: Cuentas por segundo del estandar interno
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Tabla 6.5. Resultados obtenidos de la validacion del método para la determinacién

de Paladio
Parametro Pd
Estabilidad de la solucién estandar stock 101
(%Recobro 93 horas/ refrigeracion)
Estabilidad de la solucién estandar de trabajo 93
(%Recobro 92 horas/ temperatura ambiente)
Estabilidad de la solucién muestra La respuesta de Pd no incrementa ni

disminuye por arriba del limite de

(%Recobro 92 horas/ temperatura ambiente) . .,
cuantificacion

Linealidad (r?) 1.00
Limite de Cuantificacion

Concentracion en pg/L 12.5
ppm de la concentracién de la muestra 2.5
%DER de la respuesta CPS pd 3
Limite de Deteccién

Concentracion in pg/L 6.25
ppm de la concentracién de la muestra 1.25
Exactitud (% recobro)

Al limite de cuantificacion 79
Al 100% de la especificacion 96
Al 120% de la especificacion 96
Precision 3

(% de diferencia de los promedios)

LC — 120% de la concentracion

R o
ango objetivo

Robustez Conforme

Fuente: Elaboracion propia

CPS rd: Cuentas por segundo de Pd

Los resultados de estas validaciones indican que los métodos analiticos son
adecuados para el propésito que fueron disefiados ya que son capaces de
cuantificar las IE de interés a los niveles mas estrictos que solicitan las diferentes
agencias reguladoras por ser precisos, exactos y robustos; y se consideran
vigentes mientras no haya modificaciones en el proceso de manufactura del API
gue pudiera afectar a la preparacion de la muestra, o algin cambio en los

requerimientos regulatorios
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6.4 Resultados de la identificacion de las posibles fuentes de impurezas
elementales en el proceso de fabricacién de un APl para asegurar que el
producto cumpla con el requerimiento regulatorio

Al inicio del desarrollo del APl a estudiar, se probo la tecnologia estandar
reportada, sin embargo el contenido de paladio no se eliminaba de manera
eficiente en ninguna de las etapas del proceso, obteniendo siempre niveles
mayores a 100 ppm. En los analisis se encontré que la materia prima era la que
contenia niveles de Pd >500 ppm. Por lo que se realizaron pruebas para remover

el paladio en las diferentes etapas. Ver Figura 6.1 del proceso del API

Tratamiento

RXN MP1y i01 ["> RXN
P Intermedio o con agente

guelante

API <::| Intermedio 3 RXN 2 <::| Intermedio 2

Figura 6.1 Proceso del API de estudio

En la materia prima (MP) se realizaron tratamientos con carbon activado a
diferentes concentraciones obteniendo resultados desde 26 — 82 ppm y con

rendimientos del 73 al 85 % en peso. Ver Tabla 6.6

En el intermedio 1, se realiz6 un tratamiento de carbdn activado en donde la

reduccion del paladio fue de 500 ppm a 100 ppm. Ver Tabla 6.6

En la etapa de la hidrogenacion se realizaron 2 experimentos, uno de carbén
activado donde se redujo de 500 ppm hasta 50 ppm y posteriormente se incorporo
un tratamiento con agente quelante en donde se redujo la concentracion de Pd a

niveles menores a 20 ppm. Ver Tabla 6.6
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Tabla 6.6. Evaluacion del contenido de paladio en las diferentes etapas del

proceso del API

Evaluacion de contenido de Paladio en las

diferentes etapas bpm RIS
MP 1 Tratamiento con carbdn activado| 26 hasta 82 72 al 92 %
Imina Tratamiento con carbén activado 100
Base libre Tratamlentq qgente guelante 40 hasta 60
(triplicado)
monotosilado 21 hasta 37
Ditosilado 17

Posteriormente se realizd la optimizacion del proceso de eliminacion del paladio

utilizando el agente quelante mediante cinéticas de eliminacién, en las cuales se

tomaron muestras a diferentes tiempos y se fue evaluando el contenido de
paladio. Ver Tabla 6.7

Tabla 6.7. Resultados del contenido de Pd (ppm) en las pruebas preliminares de

tiempo extendido utilizando el agente quelante

Primer tratamiento con agente

eﬁl;?r?rgoegfo guelante (Crudo de reaccion) sl
2h 4 h 12 h 18 h Intermedio 3 API
1 190.6 127.6 73.1
2 79.3 25.6
3 39.8 9.7
4 20.5 5.46 4.52

Con base a los resultados obtenidos se realizdé un espacio de disefio tomando en

cuenta la cantidad de agente quelante, la temperatura y tiempo del tratamiento.

Los resultados se muestran en la Tabla 6.8
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Tabla 6.8 Eficiencia de eliminacion del paladio

. Tiempo [Smopex | Temperatura |Rendimiento Contenido de Pd
Experimento : :
(horas) | (%p/p) (°C) (%) Intermedio 2{Intermedio 3
1 2 5 20 86.66 226.40 131.13
2 30 5 20 84.30 113.18 47.91
3 2 20 20 85.62 204.93 101.83
4 30 20 20 80.30 32.78 16.65
5 2 35 85.93 191.40 106.20
6 30 35 80.70 50.81 26.71
7 2 20 35 84.05 135.79 54.47
8 30 20 35 82.03 26.16 7.36
9 16 12.5 27.5 83.79 50.06 23.73
10 16 12.5 27.5 81.53 48.34 22.32
11 16 12.5 27.5 85.71 47.64 22.87

Las condiciones para el tratamiento de acuerdo a estos resultados serian: 16

horas, 12.5 % p/p agente quelante, a 27.5 °C, para obtener un contenido menor a

25 ppm de Pd en el intermedio 3 con rendimiento adecuado. Posteriormente se

monitoreo el producto final en donde se llegan a obtener resultados de hasta 17

ppm.

En el caso de este producto en particular se fijo una especificacion mayor a la mas

estricta debido a la dosis maxima que se ingiere del producto, fijandose en 20 ppm

valor al cual se valido el método analitico para la determinacién de contenido de

paladio en muestras del API
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7. CONCLUSIONES

El desarrollo de los métodos analiticos para la determinacion de impurezas
elementales mediante la técnica de ICP-MS se llevo a cabo satisfactoriamente
para todas las impurezas objetivo de este trabajo y los principios activos
estudiados, utilizando las especificaciones vigentes de la guia ICH Q3D step 4
(2016-04-16)

La revision de informacién toxicologica sobre las principales impurezas
elementales nos ayuddé a comprender la importancia de su evaluacion en los
principios activos farmacéuticos y a establecer los niveles a los cuales se debian
desarrollar las metodologias analiticas para asegurar que el contenido de las

impurezas en los APIs fuera aceptable para el consumo humano.

Los resultados de la validacidon de los métodos analiticos indican que los métodos
desarrollados para la cuantificacion de impurezas elementales clase 1 (As, Cd, Hg
y Pb), clase 2A (V, Coy Ni) y Clase 2B (Pd), son adecuados para el propdsito que
fueron disefiados ya que son capaces de cuantificar estos elementos a los niveles
mas estrictos que solicitan las diferentes agencias reguladoras, ademas de ser

precisos, exactos y robustos.

Los resultados demuestran que los productos cumplen con el atributo critico de
calidad establecido por las guias ICH y la USP para las diferentes impurezas

elementales monitoreadas.

La aplicaciéon del control del contenido de impurezas elementales durante el
desarrollo de un producto en la empresa farmoquimica nos permiti6 poner en
practica el concepto de calidad por disefio, ya que a través de la cuantificacion de
las impurezas elementales en las diferentes etapas del proceso se pudieron
determinar las etapas criticas y se realizaron espacios de disefio para un mejor

control de la calidad del API desde las materias primas hasta el producto final.
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ANEXO A.- MARCO JURIDICO

El presente trabajo se basa en los lineamientos establecidos por los diferentes
organismos nacionales e internacionales. La Conferencia Internacional sobre
Armonizacion ICH, es el Unico organismo capaz de reunir a las autoridades
reguladoras y a la industria farmacéutica de Europa, Japén y los EE.UU. para
discutir aspectos cientificos y técnicos de registro de medicamentos (Tratados
internacionales). En la Figura A.1 se muestra la pirdmide legislativa dentro de la
cual se encuentra comprendido el presente trabajo. Asi mismo, en la Tabla A.1 se

muestran las diferentes leyes, normas y reglamentos aplicables al proyecto.

N
Acuerdos y Tratados Internacionales

Constitucion Politica de los Estados )
Unidos Mexicanos

Leyes Generales

Constitucion Politica de los Estados

Legislacion Federal

Legislacion Estatal y Leyes destinadas
al municipio

Reglamentos

Disposiciones administrativas

Figura A.1. Piramide legislativa
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Tabla A.1 Marco Juridico del proyecto

Constitucion

Politica

de los Estados Unidos

Mexicanos

Establece la existencia de 6rganos de autoridad, sus
facultades y limitaciones, asi como los derechos de los
individuos y las vias para hacerlos efectivos.
La teoria juridica mexicana divide el estudio de la
Constitucion en dos grandes partes: la dogmatica, que
incluye las garantias o derechos individuales; vy, la
pragmatica, que establece: 1) la estructura,
funcionamiento, y facultades de los poderes federales y
locales; 2) los principios que rigen a la nacion y estados
mexicanos; 3) prevenciones generales y

complementarias; y, 4) disposiciones transitorias.

Ley Federal
Metrologia

Normalizacion

sobre

y

El principal objetivo de la LFMN es alentar a las
empresas a adoptar mayores normas de calidad, lo que,

a su vez, elevaréa su grado de competitividad.

Los objetivos de esta Ley se establecen en el articulo

segundo de la misma y entre otros son:

I. En materia de Metrologia: a) establecer el Sistema
General de Unidades de Medida; b) precisar los
conceptos fundamentales sobre metrologia; «¢)
establecer los requisitos para la fabricacion, importacion,
reparacion, venta verificacion y uso de los instrumentos
para medir y los patrones de medida; d) establecer la
obligatoriedad de la medicion en transacciones
comerciales y de indicar el contenido neto en los
productos envasados; e) instituir el Sistema Nacional de
Calibracion; f) crear el Centro Nacional de Metrologia,

como organismo de alto nivel técnico en la materia; y, g)
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regular, en lo general, las demés materias relativas a la

metrologia

. En materia de normalizacion, certificacion,
acreditamiento y verificacion: a) fomentar la
transparencia y eficiencia en la elaboracion y
observancia de normas oficiales mexicanas y normas
mexicanas; b) instituir la Comision Nacional de
Normalizacién para que coadyuve en las actividades que
sobre normalizacion corresponde realizar a las distintas
dependencias de la administracion publica federal; c)
establecer un procedimiento uniforme para la
elaboracion de normas oficiales mexicanas por las
dependencias de la administracién publica federal; d)
promover la concurrencia de los sectores publico,
privado, cientifico y de consumidores en la elaboracion y
observancia de normas oficiales mexicanas y normas
mexicanas; e) coordinar las actividades de
normalizacion, certificacion, verificacion y laboratorios de
prueba de las dependencias de administracion publica
federal; f) establecer el sistema nacional de
acreditamiento de organismos de normalizacién y de
certificacién, unidades de verificacion y de laboratorios
de prueba y de calibracion; y, g) en general, divulgar las
acciones de normalizacion y demas actividades

relacionadas con la materia.

Ley General de Salud

Establece la forma de organizacion y las competencias o
atribuciones de los servicios de salud, pero
fundamentalmente, especifica la forma en que debemos
ser tratadas todas las personas, para solucionar

cualquier problema de salud, independientemente de
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nuestra edad, sexo, condicion fisica y social, religion,
tendencia politica o afiliacion a alguna institucion en

particular

NOM-001-SSA1-2010

Que instituye el procedimiento por el cual se revisara,
actualizarqd y editara la farmacopea de los Estados

Unidos Mexicanos

Esta norma es de observancia obligatoria para la
Secretaria de Salud a través de la Direcciéon Ejecutiva de
Farmacopea y Farmacovigilancia de la Comision Federal
para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios y para la
Comisién Permanente de la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos, asi como para el sector publico y
privado que participe en el procedimiento de revision,

actualizacion

NOM-052-
SEMARNAT-2005

Norma  Oficial Mexicana que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion,
clasificacion y los listados de los residuos peligrosos.

Esta Norma Oficial Mexicana establece el procedimiento
para identificar si un residuo es peligroso, el cual incluye
los listados de los residuos peligrosos y las
caracteristicas que hacen que se consideren como tales.
Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia
obligatoria en lo conducente para los responsables de

identificar la peligrosidad de un residuo

NOM-059-SSA1-2013

Norma Oficial Mexicana, Buenas practicas de fabricacion

de medicamentos

Esta Norma establece los requisitos minimos necesarios
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para el proceso de fabricacion de los medicamentos para
uso humano comercializados en el pais y/o con fines de
investigacion. Esta Norma es de observancia obligatoria,
para todos los establecimientos dedicados a la
fabricacion y/o importacion de medicamentos para uso
humano comercializados en el pais y/o con fines de
investigacion, asi como los laboratorios de control de
calidad, almacenes de acondicionamiento, depoésito y
distribucion de medicamentos y materias primas para la

elaboracion

NOM-164-SSA1-2013

Buenas practicas de fabricacion de los farmacos

Esta Norma establece los requisitos minimos necesarios
para el proceso de fabricacion de los farmacos o
principios activos comercializados en el pais o para
farmacos en desarrollo para uso en investigacion clinica.
Esta Norma es de observancia obligatoria, para todos los
establecimientos dedicados a la fabricacion de farmacos
0 principios activos comercializados en el pais o
farmacos en desarrollo para uso en investigacion clinica
y almacenes de distribucion de farmacos o principios

activos.

NMX-EC-17025-
IMNC-2006

Requisitos generales para la competencia de los

laboratorios de prueba y ensayo.

Los Requerimientos Generales para la Competencia de
Laboratorios de Calibracién y Ensayo se publicaron por
ISO en diciembre de 1999 y se revis6 en mayo de 2005.
Es el resultado de la asociacion entre La Organizacion

Internacional de Normas y La Comision Electrotécnica
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Internacional. La norma reemplaza la Guia ISO 25y EN
45001 y toma en consideracion la experiencia de
operaciones que se obtuvo desde que se publicaron las

normas anteriores.

ISO/IE 17025:2005

“General requirements for the competence of testing and

calibration laboratories”

Esta Norma Internacional establece los requisitos
generales para la competencia en la realizacion de
ensayos o de calibraciones, incluido el muestreo. Cubre
los ensayos y las calibraciones que se realizan utilizando
métodos normalizados, métodos no normalizados y

métodos desarrollados por el propio laboratorio.

ICH Q1

Stability testing of new drug substances and products

Recomendaciones sobre los protocolos de pruebas de
estabilidad incluyendo la temperatura, la humedad vy la

duracion del ensayo para la zona climatica | y Il

ICH Q2 (R1)

Validation of analytical procedures: text and methodology

Identificacion de los pardmetros de validacion necesarios
para una variedad de métodos analiticos, también se
analizan las caracteristicas que deben de considerar
durante la validacién de los procedimientos analiticos

gue se incluyen como parte de las solicitudes de registro

ICH Q3D

Guideline for elemental impurities, International
Conference on Harmonization of technical requirements

for registration of pharmaceuticals for human use

La Directriz ICH Q3A existente clasifica impurezas como
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organicas, inorganicas y solventes residuales. Las
Directrices Q3A y Q3B abordan con eficacia los
requisitos de impurezas organicas. Una directriz Q3C
adicional fue  desarrollada para  proporcionar
aclaraciones sobre los requisitos para disolventes
residuales. La propuesta de nueva Directriz Q3D
proporcionaria una aclaracion similar de los requisitos
para los metales, que se incluyen en la clasificacion de

las impurezas inorganicas de la ICH

ICH Q6 Specifications

Test procedures and acceptance criteria for new drug

substances and new drug products: chemical substances

Esto aborda el proceso de seleccion de las pruebas y los
métodos y establecer las especificaciones para los
ensayos de sustancias y formas farmacéuticas. Ha
tenido en cuenta la considerable guia e informacién que
estdn presentes en los documentos regionales

existentes

ICH Q7A

“Good Manufacturing Practice Guidance for Active

Pharmaceutical Ingredients”

La supervision de medicamentos se basa en dos
aspectos principales: la calidad del disefio y la calidad de
la conformidad. La calidad del disefio es evaluada por
las autoridades competentes a través del expediente de
solicitud de autorizacion de comercializacion. Ademas de
la eficacia y la seguridad, se consideran aspectos de
calidad “farmacéuticos" (incluido el método de
fabricacion, pruebas, etc). La Calidad de la conformidad

se basa principalmente en la calidad de la produccion,
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gue debe estar en conformidad con la autorizacién de
comercializacion, para garantizar la coherencia de la
produccion y operacion de un sistema de aseguramiento

de la calidad.

ICH Q9

Quality Risk Management, Dated and endorsed on 11
November 2003

Provee principios y ejemplos de herramientas para el
manejo del riesgo de la calidad que se pueden aplicar a
todos los aspectos de la calidad farmacéutica incluidos
desarrollo, fabricacidén, distribucion y la inspeccion
durante todo el ciclo de vida de las sustancias
farmacéuticas y medicinales, productos farmacéutico,
productos biolégicos y biotecnolégico, incluyendo el uso
de materiales, disolventes, excipientes, envasado Yy

etiquetado de materias primas.

ICH Q10

Pharmaceutical Quality System (PQS)

ICH Q11

Development and manufacture of drug substances

(chemical entities and biotechnological/biological entities)
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ANEXO B. REPORTE DE VALIDACION IMPUREZAS ELEMENTALES CLASE 1

Idoneidad del sistema

Una prueba de idoneidad del sistema se realizdé antes de la ejecucion de
cada parametro de validacion analitica con el Unico propésito de verificar
gue la concentracion obtenida para cada muestra se ley6é de forma

confiable.

Una solucién estandar preparada a 100 % de la solucion patrén de trabajo
(STD5) se midi6 usando la concentracidbn obtenida en cada curva de
calibracion; se calcul6 el % de recuperacion obtenido para la concentracion
medida frente a la concentracion obtenida en la curva de calibracién. En
todos los casos el valor obtenido fue de entre 80 y 120 %. Intervalo de los
resultados para cada analito de interés se presenta en la Tabla B.I.1.

Tabla B.l.1. Resultados de la Idoneidad del sistema para la clase 1 (%
de recobro)

Analito Valor més Bajo Valor més Alto
As 95 107
Cd 97 106
Hg 96 102
Pb 92 103

Estabilidad de las Soluciones

La estabilidad de la Solucion Estandar Stock fue examinada por un periodo
de 22 horas después de su preparacion. Solucion Estandar Stock se
almacené en refrigeracion durante todo el periodo de tiempo evaluado. Una
solucion estandar al 100% de la concentracidn de trabajo se preparo6 a partir
de la solucion anterior en el momento inicial y 22 horas. El % de
recuperacion se calcul6 contra el de una solucidn estandar fresca

preparada para cada periodo de tiempo.
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El resultado obtenido para el % de recuperacion se muestra en la Tabla
B.1l.1 y cumple con las especificaciones de 90-110%.

La estabilidad de la solucién estandar de trabajo (STD5) fue examinada por
un periodo de 93 horas después de su preparacion. La solucion estandar de
trabajo se almacend a temperatura ambiente durante todo el periodo de
tiempo evaluado. La solucién estandar de trabajo se evalué en el momento
inicial, 22 y 93 horas. El % de recuperacion se calculé contra el de una

solucion estandar fresca preparada para cada periodo.

El resultado obtenido para el % de recuperacién se muestra en la Tabla

B.1.2 y cumple con las especificaciones de 90-110%.

La estabilidad de la solucion de muestra del producto A se examind por un
periodo de 22 horas después de su preparacion. La soluciébn muestra se
almacend a temperatura ambiente durante todo el periodo de tiempo
medido y evaluado por duplicado en el momento inicial y 22 horas. La
evaluacion de la estabilidad de la solucion de la muestra se realizé con un
namero de lote que cuenta con su certificado analitico, preparado en la
concentracion objetivo. Después de este tiempo, la respuesta de As, Cd, Hg
y Pb no aumentaron ni disminuyeron por arriba del limite de cuantificacion.
Los resultados mostrados en la Tabla B.I1.3 demuestran que la solucion de

muestra es estable durante 26 horas a temperatura ambiente.

Tabla B.ll.1. Resultados de la Estabilidad de la Solucién Estandar
Stock clase 1 (% de Recobro)

Tiempo As Cd Hg Pb

22 horas 96 96 97 120
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Tabla B.l.2. Resultados de |la Estabilidad de la Solucion Estandar de
Trabajo clase 1 (% de Recobro)

Tiempo As Cd Hg Pb
22 horas 94 97 96 95
93 horas 100 99 96 97

Tabla B.1I.3. Resultados de la Estabilidad de la Solucion Muestra

Tiempo Resultado
Las respuestas de As, Cd, Hg y Pb
26 horas no aumentaron ni disminuyeron por
arriba del limite de cuantificacion
Linealidad

La linealidad de la respuesta para As, Cd, Hg y Pb se determin6 con ocho

concentraciones que cubren el rango desde limite de deteccion (LD) hasta

el 200% de la concentracion objetivo

La solucidn stock se diluy6 en serie con diluyente para producir soluciones

gue contienen As, Cd, Hg y Pb en los intervalos descritos en las Tablas

B.1ll.1 — B.lll.4. Cada solucion se inyecto una vez.

Los resultados se tabulan en las Tablas Ill.1 — 11l.4 y los graficos de relacion

lineal se muestran en las Figuras B.lll.1 — B.1ll.4. Los analisis de regresion

para As, Cd, Hg y Pb muestran coeficientes de determinacion que cumplen

con la especificacion para el valor r? de > 0,99, lo que confirma la linealidad

del método.
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Tabla B.Ill.1. Resultados de la Linealidad de la respuesta para As

% Concentracion |Concentracion (ug/L) (Relacli?(')ensgl::’?ta/lCPS )
As In

LD 0.7500 0.00081

LC 1.5000 0.00140

50 3.0000 0.00251

75 4.5000 0.00373

100 6.0000 0.00510

125 7.5000 0.00622

150 9.0000 0.00728

200 12.0000 0.00951

CPS: Cuentas por segundo del analito

Figura B.lll.1. Resultados de la linealidad de la respuesta para As

0.01200

0.01000

0.00800

y =0.0008x + 0.0002
R?=1.00

0.00600

Respuesta
(Relaciéon CPS,/CPS,,)
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0.00200

0-00000 T T T T T T 1
0.0000 2.0000 4.0000 6.0000 8.0000 10.0000 12.0000 14.0000

Concentracion (ug/L)

Regresion

Constante 0.0002
Coeficiente X 0.0008
r cuadrada 1.00
Observaciones 8

Tabla B.1ll.2. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Cd
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% Concentracion Concentracion Respuesta
(ug/L) (Relacion CPScy/CPS),)
LD 0.2500 0.00096
LC 0.5000 0.00192
50 1.0000 0.00367
75 1.5000 0.00569
100 2.0000 0.00745
125 2.5000 0.00936
150 3.0000 0.01109
200 4.0000 0.01460

CPS: Cuentas por segundo del analito

Figura B.Ill.2. Resultados de la linealidad de la respuesta para Cd
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Tabla B.I1l.3. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Hg
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% Concentracion Concentracion Respuesta
(ug/L) (Relacion CPSy,/CPS),)
LD 1.5000 0.00537
LC 3.0000 0.01053
50 6.0000 0.02087
75 9.0000 0.03152
100 12.0000 0.04240
125 15.0000 0.05285
150 18.0000 0.06326
200 24.0000 0.08004

CPS: Cuentas por segundo del analito

Figura B.11.3. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Hg
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Tabla B.lll.4. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Pb
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% Concentracion Concentracion R,espuesta
(ug/L) (Relacion CPSp,/CPS),)
LD 0.2500 0.00797
LC 0.5000 0.01099
50 1.0000 0.01827
75 1.5000 0.02563
100 2.0000 0.03219
125 2.5000 0.03926
150 3.0000 0.04597
200 4.0000 0.05876

CPS: Cuentas por segundo del analito

Figura B.lll.4. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Pb
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La solucion al limite de cuantificacién (LC) se midié en seis ocasiones. El

promedio de la relacibn de respuesta, % DER de la relacion de la

respuesta, la concentracion en g/L y en ppm de la concentracion de la

muestra se presenta en la Tabla B.IV.1.

Tabla B.IV.1. Resultados del Limite de Cuantificacion parala clase 1

Promedio de [ %DER de la » ppm de la
Analito | !arespuesta | respuesta |Concentracion| . oniracion
(Relacion (Relacion (ng/L) de | t
CPSW/CPSe) | CPS,/CPSq) €lamuestra
Arsénico 0.00128 2 1.5 0.375
Cadmio 0.00170 3 0.5 0.125
Mercurio 0.00923 0 3.0 0.750
Plomo 0.01836 1 1.0 0.250

Donde: X = analito, El = Estandar Interno

Limite de Deteccidn

La solucion limite de detecciéon (LD) se midié en seis ocasiones. La media

de la respuesta, la concentracion en pg/L y en ppm de la concentracion de

la muestra se presenta en la Tabla B.V.1

Tabla B.V.1. Resultados del Limite de Deteccion para la clase 1

Promedio de la

Concentracion

ppm de la

Analito respuesta (Lg/L) concentracién de la
(CPSa) muestra
Arsénico 2258.03333 0.75 0.1875
Cadmio 3042.61667 0.25 0.0625
Mercurio 16046.06667 1.50 0.3750
Plomo 25732.58333 0.25 0.0625

a CPS: Cuentas por Segundo del analito
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VI. Exactitud

Las soluciones muestra fueron adicionadas con As, Cd, Hg y Pb al LC, 100
% y 120 % de la concentracion objetivo. En cada nivel de estudio, se
evaluaron 3 muestras. Estas soluciones se analizaron junto con una
solucion de muestra no adicionada y cada % de recobro individual se
calculd en base a la cantidad del analito adicionado. También se calculo la

media del % de recuperacion para cada nivel.

Los resultados, presentados en la Tabla B.VI1, indican que la
concentracion de As, Cd, Hg y Pb en la muestra se puede determinar con
precision sobre un intervalo de concentracion que varia desde el LC hasta
el 120 % de la concentracion objetivo. El As, Cd, Hg y Pb cumplen con la
especificacion para % de recuperacion de 70 a 150 % ya que los resultados
varian desde 89 % -146 %.

Tabla B.VI.1. Resultados de la prueba de exactitud para la clase 1

A: Limite de cuantificacion

Analito % Recobro

118
Arsénico 108 Promedio 114
115

100
Cadmio 102 Promedio 99
95

93
Mercurio 93 Promedio 95
100

97
Plomo 80 Promedio 86
81
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B: 100%

Analito % Recobro
122
Arsénico 120 Promedio 121
120
96
Cadmio 99 Promedio 97
96
100
Mercurio 92 Promedio 97
100
82
Plomo 93 Promedio 86
83
C:120%
Analito % Recobro
119
Arsénico 116 Promedio 120
126
95
Cadmio 92 Promedio 93
93
89
Mercurio 88 Promedio 89
89
85
Plomo 84 Promedio 84
82
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VII.

Precisién

Repetibilidad (Analista 1), Dia 1, Instrumento 1

El analista 1 prepar6 y analizd 6 muestras independientes, las
preparaciones fueron adicionadas con As, Cd, Hg y Pb al 100 % de la
concentracion como se define en el método. Se calculé el % de recobro y el
% DER (Desviacion Estandar Relativa) de las 6 muestras que se utilizaron
para la evaluacion de la precision. Los resultados se presentan en la Tabla
B.VII.1. El valor de % de DER para el recobro de As, Cd, Hg y Pb cumple
con el requisito de NMT 20 %.

Repetibilidad (Analista 2), Dia 2, Instrumento 1

Con el fin de determinar la robustez del método, se realizaron pruebas en
dias diferentes y por diferentes analistas.

De acuerdo al método se prepararon seis muestras adicionadas con As,
Cd, Hg y Pb al 100 % de la concentracion objetivo y se analizaron por un
segundo analista en un dia diferente; en ausencia de un segundo
instrumento, se utilizd6 mismo instrumento usado en la prueba de
repetibilidad. Se calcul6 el % de recuperacion y el % DER de las 6 muestras
que se utilizaron para la evaluacion de la precisién. Los resultados se
presentan en la Tabla B.VII.2. El % DER del recobro cumple con el requisito
de NMT 20 %.

Se calcul6 la diferencia absoluta de la media del % de recobro de As, Cd,
Hg y Pb obtenidos por los dos analistas para la evaluacion de la precision.
Los datos mostrados en la Tabla B.VI.3 demuestran que diferencia
absoluta cumple con el requisito de NMT 15 %, lo que demuestra que el

método es preciso.
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Tabla B.VIl.1. Resultados de la prueba de Repetibilidad parala clase 1

% Recobro
Numero de - . .

muestra Arsénico Cadmio Mercurio Plomo
1 121.55 95.64 100.11 82.24
2 120.38 98.91 92.04 93.27
3 120.11 96.20 100.41 83.38
4 119.96 98.46 92.30 82.67
5 120.96 97.95 101.06 85.70
6 122.98 97.73 90.74 83.05

Promedio 120.99 97.48 96.11 85.05

Desv Std. 1.14 1.29 4.88 4.20

% DER 1 1 5 5

Tabla B.VIl.2. Resultados de la prueba de Precision Intermedia para la clase 1

% Recobro

Numero de o ) )

muestra Arsénico Cadmio Mercurio Plomo
1 126.89 95.22 89.66 94.34
2 128.29 93.38 88.89 91.88
3 118.27 97.28 88.90 97.25
4 125.54 94.73 88.86 90.22
5 121.79 98.06 91.18 84.59
6 120.40 93.41 89.01 90.00

Promedio 123.53 95.35 89.42 91.38

Desv Std. 3.96 1.96 0.92 4.31

% DER 3 2 1 5

Tabla B.VIl.3. Resultados de la Evaluacion de la Precision paralaclase 1

. Precision
Analito R(Zijit:tl;df | mtermeds 40 DTS
' (Analista 2, Absoluta
% de recobro) % de recobro)

Arsénico 120.99 123.53 3
Cadmio 97.48 95.35 2
Mercurio 96.11 89.42 7

Plomo 85.05 91.38 6
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VIII.

Rango

Los rangos fueron establecidos a partir de los datos de linealidad, exactitud
y precision. Los resultados se presentan en la Tabla B.VIII.1

Tabla B.VIIl.1. Rango

Elementos Rango
As LC-120 % de la concentracion del estandar de trabajo
Cd LC-120 % de la concentracion del estandar de trabajo
Hg LC-120 % de la concentracion del estandar de trabajo
Pb LC-120 % de la concentracion del estandar de trabajo
Robustez

Se realizaron cambios de manera deliberada a los parametros criticos del

método y los resultados se compararon con los obtenidos del método

nominal. Tabla B.IX.I

Tabla B.IX.1. ParAmetros evaluados para la prueba de robustez:

Parametro Rango

muestra

Temperatura de digestion de la

Temperatura nominal

Temperatura 1
Temperatura 2

muestra

Tiempo de adquisicion de la

Tiempo Nominal

Tiempo 1
Tiempo 2

Fueron estudiadas un total de 5 condiciones. La robustez del método se

evalué mediante la realizacion de la prueba de idoneidad del sistema donde

se consideraron la linealidad del método, los porcentajes de recobro para

los estandares y los resultados obtenidos para la lectura de la muestra.
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Los resultados obtenidos para la r? los porcentajes de recobro de la

solucién estadndar al 100 % (después de los estandares de calibracion y al

final de la secuencia) y las ppm obtenidas para la muestra se reportan en la
Tabla B.IX.II

Los resultados de la curva de calibracién, los % de recobro y la

concentracion As, Cd, Hg y Pb en la muestra cumplen con los criterios

descritos en la Tabla B.IX.1l, lo que indica que este método no es afectado

por las variaciones realizadas en los parametros del método.

Tabla B.IX.2. Resultados del estudio de robustez

Temperatura | Tiempo de toma
de digestion de muestra
Analito Nominal Criterio
Temp. | Temp. | Tiempo | Tiempo
1 2 1 2
Coeficiente de determinacion ()
As 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Cd 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Hg 100 | 1.00 | 1.00 | 100 | 1.00 No menos de 0.99
Pb 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
% Recobro (después de los estandares de calibracion)
As 103 103 103 102 97
Cd 99 99 99 102 97 No menos de 80% y no
Hg 100 100 100 99 98 mas de 120%
Pb 106 106 106 97 99
% Recobro (al final de la secuencia)
As 100 100 100 100 98
Cd 100 100 100 99 98 No menos de 80% y no
Hg 101 101 101 99 101 mas de 120%
Pb 106 106 106 98 100
ppm en la muestra Producto A
As ND ND ND ND ND La respuesta de As, Cd,
Cd ND BQL ND ND ND Hg an_d Pb no aumenta ni
| N> [ Wb [ N> | Wb | b | femniye orba e
Pb BQL ND ND BQL BQL

ND= No Detectado
BQL= Por Debajo del Limite de Cuantificacion
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ANEXO C. REPORTE DE VALIDACION PARA LA DETERMINACION DE
IMPUREZAS ELEMENTALES CLASE 2A POR ICP-MS

Idoneidad del sistema

Una prueba de idoneidad del sistema se realizdé antes de la ejecucion de
cada parametro de validacion analitica con el Unico propésito de verificar

gue la concentracién obtenida para cada muestra se midié de forma fiable.

Una solucién estandar preparada a 100 % de la solucion patron de trabajo
se midioé usando la concentracion obtenida en cada curva de calibracién; se
calculo el % de recuperaciéon obtenido para la concentracion medida frente
a la concentracion obtenida en la curva de calibracién. En todos los casos el
valor obtenido fue de entre 80 y 120 %. Intervalo de los resultados para
cada analito de interés se presenta en la Tabla C.I.1.

Tabla C.1.1. Resultados de la Idoneidad del sistema para la clase 2A (%
de recobro)

Analito Valor mas Bajo Valor mas Alto
Vv 93 102
Co 97 102
Ni 98 105

Estabilidad de las Soluciones

La estabilidad de la Solucion Estandar Stock fue examinada por un periodo
de 151 horas después de su preparacion. Solucion Estandar Stock se
almacené en refrigeracion durante todo el periodo de tiempo evaluado. Una
solucion estandar al 100% de la concentracidén de trabajo se preparé a partir
de la solucion anterior en el momento inicial, 19, 97 y 151 horas. El % de
recuperacion se calcul6 contra el de una solucidn estandar fresca

preparada para cada periodo de tiempo.
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El resultado obtenido para el % de recuperacion se muestra en la Tabla

C.Il.1 y cumple con las especificaciones de 90-110%.

La estabilidad de la solucion estandar de trabajo fue examinada por un
periodo de 17 horas después de su preparacion. La solucion estandar de
trabajo se almacend a temperatura ambiente durante todo el periodo de
tiempo evaluado. La solucion estandar de trabajo se evalué en el momento
inicial, 13 y 17 horas. El % de recuperacion se calcul6 contra el de una

solucién estandar fresca preparada para cada periodo.

El resultado obtenido para el % de recuperacion se muestra en la Tabla

C.II.2 y cumple con las especificaciones de 90-110%.

La estabilidad de la solucion de muestra del producto A se examind por un
periodo de 22 horas después de su preparacion. La soluciébn muestra se
almacendé a temperatura ambiente durante todo el periodo de tiempo
medido y evaluado por duplicado en el momento inicial y 22 horas. La
evaluacion de la estabilidad de la solucion de la muestra se realizé con un
namero de lote que cuenta con su certificado analitico, preparado en la
concentracion objetivo. Después de este tiempo, la respuesta V, Co y Ni no
aumentaron ni disminuyeron por arriba del limite de cuantificacién. Los
resultados mostrados en la Tabla C.I.3 demuestran que la solucion de

muestra es estable durante 22 horas a temperatura ambiente.

Tabla C.ll.1. Resultados de la Estabilidad de la Soluciéon Estandar
Stock parala clase 2A (% de recobro)

Tiempo V Co Ni

19 horas 98 104 102
97 horas 100 100 99
151 horas 98 102 101
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Tabla C.Il.2.Resultados de la Estabilidad de la Soluciéon Estandar

de Trabajo para la clase 2A (% de recobro)

Tiempo Vv Co Ni
13 horas 105 101 96
17 horas 110 106 105

Tabla C.1I.3. Resultados de |a Estabilidad de la Solucién Muestra

Tiempo Resultado
Las respuestas de V, Co y Ni no aumentaron ni
22 horas L , L. e
disminuyeron por arriba del limite de cuantificacion
Linealidad

La linealidad de la respuesta para V, Co y Ni se determin6é con ocho

concentraciones que cubren el rango desde limite de deteccion (LD) hasta

el 200% de la concentracion objetivo

La solucién stock se diluy6 en serie con diluyente para producir soluciones

gue contienen V, Co y Ni en los intervalos descritos en las Tablas C.I1I.1 —

C.I11.3 Cada solucion se inyecto una vez.

Los resultados se tabulan en las Tablas Ill.1 — 111.3 y los graficos de relacion

lineal se muestran en las Figuras C.III.A — C.III.3. Los analisis de regresion

para V, Co y Ni muestran coeficientes de determinacion que cumplen con la

especificacién para el valor r* de > 0,99, lo que confirma la linealidad del

método.
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Tabla C.III.1. Resultados de la Linealidad de la respuesta para V

% Concentracion Concentracion R'espuesta
(ug/L) (Relaciébn CPSvV/CPS),)
LD 1.2500 0.01561
LC 2.5000 0.02292
50 5.0000 0.03378
75 7.5000 0.04415
100 10.0000 0.05627
125 12.5000 0.06881
150 15.0000 0.07946
200 20.0000 0.10325

CPS: Cuentas por segundo del analito

Figura C.11l.1. Resultados de la Linealidad de la respuesta para V

0.12000 -~

0.10000 -

0.08000 -

0.06000 -

Respuesta
(Relacién CPSv/CPS,,)

0.04000 -

0.02000 -

0.00000

y =0.0046x + 0.0103
R?=1.00

0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000

Concentracion (pg/L)

Regresion
Constante 0.0103
Coeficiente X 0.0046
r cuadrada 1.00
Observaciones 8
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Tabla C.IIl.2. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Co

% Concentracién Concentracion Respuesta
Objetivo (ug/L) (Relacion CPSco/CPS),)
LD 1.2500 0.01561
LC 2.5000 0.02292
50 5.0000 0.03378
75 7.5000 0.04415
100 10.0000 0.05627
125 12.5000 0.06881
150 15.0000 0.07946
200 20.0000 0.10325

CPS: Cuentas por segundo del analito

Figura C.11l.2. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Co

0.10000 -

0.09000 -
~ 0.08000 -
& 0.07000 -
3 0.06000 -
0.05000 -
0.04000 -
0.03000 -
0.02000 -
0.01000 -

/CcP

Respuesta
(Relacién CPS,

y =0.0092x - 8E-05
R?=1.00

0.00000
0.0000

2.0000 4.0000 6.0000
Concentracion (ug/L)

8.0000 10.0000 12.0000

Regresion

Constante
Coeficiente X

R cuadrada 1.00
Observaciones 8

0.00008
0.0092

69



Tabla C.111.3. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Ni

% Concentracién Concentracion Respuesta
Objetivo (ug/L) (Relacion CPSy\i/CPS),)
LD 2.5000 0.01105
LC 5.0000 0.02213
50 10.0000 0.02841
75 15.0000 0.04115
100 20.0000 0.05492
125 25.0000 0.06810
150 30.0000 0.08036
200 40.0000 0.10639

CPS: Cuentas por segundo del analito

Figura C.111.3. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Ni

0.12000 -~

0.10000 -

JCPS,,)

0.08000 -

0.06000 -

Respuesta
(Relacién CPS,

0.04000 -

0.02000 -

y =0.0025x + 0.0055
R?=1.00

0.00000 T
0.0000 10.0000

20.0000  30.0000  40.0000  50.0000
(ue/L)

Regresion

Constante
Coeficiente X
R cuadrada
Observaciones

0.0055
0.0025
1.00

IV. Limite de Cuantificacion
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La solucion al limite de cuantificacién (LC) se midié en seis ocasiones. El

promedio de la relacibn de respuesta, % DER de la relacion de la

respuesta, la concentracion en g/L y en ppm de la concentracion de la

muestra se presenta en la Tabla C.IV.1.

Tabla C.IV.1. Resultados del Limite de Cuantificacion para la clase 2A

i 0,
I|3romed|o de| %DER de la Concentracion ppm de la
Analito |'arespuesta] respuesta concentracion
(Relacién (Relacion (Hg/L) de la muestra
CPS4/CPSg) CPSx/CPSg)
Vanadio 0.02386 3 2.5000 2.50
Cobalto 0.01149 1 1.2500 1.25
Niquel 0.01645 1 5.0000 5.00

Donde: X = analito, El = Estandar Interno

V. Limite de Deteccidén

La solucion limite de deteccion (LD) se midié en seis ocasiones. La media

de la respuesta, la concentracion en g/L y en ppm de la concentracion de la

muestra se presenta en la Tabla C.V.1

Tabla C.V.1. Resultados del Limite de Deteccion para la clase 2A

Promedio dela| Concentracion ppm de la
sl respuesta concentracion de la
(CPSa) (Mg/L) muestra
Vanadio 47426.91667 1.2500 1.250
Cobalto 14946.9000 0.6250 0.625
Niquel 29172.68333 2.5000 2.500

a CPS: Cuentas por Segundo del analito

VI. Exactitud
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Las soluciones muestra fueron adicionadas con V, Co y Ni al LC, 100 % y
120 % de la concentracion objetivo. En cada nivel de estudio, se evaluaron
3 muestras. Estas soluciones se analizaron junto con una solucion de
muestra no adicionada y cada % de recobro individual se calcul6 en base a
la cantidad del analito adicionado. También se calculé la media del % de

recuperacion para cada nivel.

Los resultados, presentados en la Tabla C.VI.1, indican que la
concentracion de V, Co y Ni en la muestra se puede determinar con
precision sobre un intervalo de concentracion que varia desde el LC hasta
el 120 % de la concentracion objetivo. El vanadio, cobalto y niquel cumplen
con la especificacion para % de recuperacion de 70 a 150 % ya que los

resultados varian desde 89 % -146 %.

Tabla C.VI.1. Resultados de la prueba de Exactitud para la clase 2A

A: Limite de cuantificacion

Al % Recobro
) 97
Vanadio 106 Promedio 102
103
101
Cobalto 104 Promedio 104
106
96
Niquel 101 Promedio 114
146
B: 100%
Arellie % Recobro
Vanadio 91 Promedio 91
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91
91
91
Cobalto 92 Promedio 91
90
90
Niquel 91 Promedio 90
89
C:120%
Areiitie % Recobro
) 102
Vanadio 103 Promedio 103
103
102
Cobalto 101 Promedio 101
101
101
Niquel 102 Promedio 101
100
VIl.  Precision

Repetibilidad (Analista 1), Dia 1, Instrumento 1

El analista 1 prepar6 y analizd 6 muestras independientes, las
preparaciones fueron adicionadas con V, Co y Ni al 100 % de la
concentracion como se define en el método. Se calcul6 el % de recobro vy el
% DER de las 6 muestras que se utilizaron para la evaluacion de la
precision. Los resultados se presentan en la Tabla C.VII.1. El valor de % de

DER para el recobro de V, Co y Ni cumple con el requisito de NMT 20 %.

Repetibilidad (Analista 2), Dia 2, Instrumento 1

Con el fin de determinar la robustez del método, se realizaron pruebas en

dias diferentes y por diferentes analistas.
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De acuerdo al método se prepararon seis muestras adicionadas con V, Co
y Ni al 100 % de la concentracion objetivo y se analizaron por un segundo
analista en un dia diferente; en ausencia de un segundo instrumento, se
utilizé mismo instrumento usado en la prueba de repetibilidad. Se calcul6 el
% de recuperacion y el % DER de las 6 muestras que se utilizaron para la

evaluacion de la precision. Los resultados se presentan en la Tabla C.VII.2.

El %DER del recobro cumple con el requisito de NMT 20 %.

La calculo la diferencia absoluta de la media del % de recobro de V, Co y Ni
para la evaluacion de la precision. Los datos mostrados en la Tabla C.VII.3
demuestran que diferencia absoluta cumple con el requisito de NMT 15 %,

lo que demuestra que el método es preciso.

Tabla C.VIl.1. Resultados de la prueba de Repetibilidad para la clase 2A

% Recobro
NUmero de

muestra Vanadio Cobalto Niquel
1 91.37 91.36 89.59
2 91.08 91.58 91.33
3 91.01 90.47 88.83
4 91.57 92.21 89.91
5 93.19 91.48 92.62
6 93.28 91.61 91.31

Promedio 91.92 91.45 90.60

Desv. Std 1.04 0.56 1.40

% DER 1 1 2

Tabla C.VIL.2. Resultados de la prueba de Precision Intermedia para la
clase 2A

% Recobro

Namero de _ )
muestra Vanadio Cobalto Niquel
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1 103.83 102.22 99.95

2 103.60 102.46 100.83

3 103.40 102.84 99.92

4 103.23 101.72 99.52

5 103.67 102.55 99.33

6 105.54 103.65 102.01
Promedio 103.88 102.57 100.26
Desv. Std 0.84 0.65 1.00
% DER 1 1 1

Tabla C.VII.3. Evaluacién de la Precision para la clase 2A

. Precision
Analit Repetibilidad Intermedia %Diferencia
naiito (Analista 1, . Absoluta

o (Analista 2,

Yo de recobro) % de recobro)
Vanadio 91.92 103.88 12
Cobalto 91.45 102.57 11
Niquel 90.60 100.26 10

Rango

Los rangos fueron establecidos a partir de los datos de linealidad, exactitud

y precision. Los resultados se presentan en la Tabla C.VIII.1

Tabla C.VIIl.1. Rango

Elementos Rango
\% LC-120 % de la concentracion del estandar de trabajo
Co LC-120 % de la concentracion del estandar de trabajo
Ni LC-120 % de la concentracion del estandar de trabajo
Robustez
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Se realizaron cambios de manera deliberada a los pardmetros criticos del

método y los resultados se compararon con los obtenidos del método

nominal. Tabla C.IX.1

Tabla C.IX.1. Pardmetros evaluados para la prueba de robustez:

Parametro

Rango

Temperatura de digestion de la
muestra

Temperatura nominal

Temperatura 1
Temperatura 2

Tiempo de adquisicion de la
muestra

Tiempo Nominal

Tiempo 1
Tiempo 2

Fueron estudiadas un total de 5 condiciones. La robustez del método se

evalué mediante la realizacion de la prueba de idoneidad del sistema donde

se consideraron la linealidad del método, los porcentajes de recobro para

los estandares y los resultados obtenidos para la lectura de la muestra.

Los resultados obtenidos para la r?, los porcentajes de recobro de la

solucion estandar al 100 % (después de los estandares de calibracion y al

final de la secuencia) y las ppm obtenidas para la muestra se reportan en la

Tabla C.1X.2

Tabla C.IX.2. Resultados del estudio de robustez de la clase 2A
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Temperatura de Tiempo de toma
digestion de muestra

Analito Nominal Tiempo | Tiempo Criterio
Temp. 1l | Temp. 2 1 5
Coeficiente de Determinacion (%)
V 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Co 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 No ”Z)eggs de
Ni 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 '
% Recobro (después de los estandares de calibracion)
V 99 99 99 98 98 No menos de
Co 100 100 100 99 98 80% y no mas de
Ni 101 101 101 104 102 120%
% Recobro (al final de la secuencia)
V 100 100 100 99 99 No menos de
Co 99 99 99 98 97 80% y no mas de
Ni 99 99 99 103 102 120%
ppm in the sample Producto A
La respuesta de
Vv ND ND ND ND ND v Cc'?y Ni o
aumenta ni
Co ND ND ND ND ND disminuye por
. arriba del limite
NI ND ND ND ND ND de cuantificacion

ND= No Detectado

Los resultados de la curva de calibracion, los % de recobro y la
concentracion de V, Co y Ni en la muestra cumplen con los criterios
descritos en la Tabla C.IX.1l, lo que indica que este método no es afectado

por las variaciones realizadas en los parametros del método.
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ANEXO D. REPORTE DE VALIDACION PARA LA DETERMINACION DE
PALADIO POR ICP-MS

Idoneidad del sistema
Una prueba de idoneidad del sistema se realizd antes de la ejecucion de

cada parametro de validacion analitica con el Unico propdsito de verificar

gue la concentracion obtenida para cada muestra se midio de forma fiable.

Una solucién estandar preparada a 100 % de la solucion patrén de trabajo
(STD5) se midi6 usando la concentracidbn obtenida en cada curva de
calibracion; se calcul6 el % de recuperacién obtenido para la concentracion
medida frente a la concentracion obtenida en la curva de calibracion. En
todos los casos el valor obtenido fue de entre 80 y 120 %. Intervalo de los

resultados para cada analito de interés se presenta en la Tabla D.I.1.

Tabla D.l.1. Resultados de la Idoneidad del sistema para Pd (% de
recobro)

Analito Valor mas Bajo Valor mas Alto

Pd 98 107

Estabilidad de las Soluciones

La estabilidad de la Soluciéon Estandar Stock fue examinada por un periodo
de 93 horas después de su preparacion. Solucién Estandar Stock se
almacend en refrigeracién durante todo el periodo de tiempo evaluado. Una
solucion estandar al 100% de la concentracion de trabajo se preparé a partir
de la solucién anterior en el momento inicial, 23 y 93 horas. El % de
recuperacion se calcul6 contra el de una solucidn estandar fresca

preparada para cada periodo de tiempo.

El resultado obtenido para el % de recuperacion se muestra en la Tabla

D.Il.1 y cumple con las especificaciones de 90-110%.
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La estabilidad de la solucién estandar de trabajo (STD5) fue examinada por
un periodo de 92 horas después de su preparacion. La solucion estandar de
trabajo se almacend a temperatura ambiente durante todo el periodo de
tiempo evaluado. La solucion estandar de trabajo se evalu6 en el momento
inicial, 21 y 92 horas. El % de recuperacion se calculé contra el de una

solucién estandar fresca preparada para cada periodo.

El resultado obtenido para el % de recuperacion se muestra en la Tabla

D.II.2 y cumple con las especificaciones de 90-110%.

La estabilidad de la solucion de muestra del producto A se examind por un
periodo de 92 horas después de su preparacion. La solucidbn muestra se
almacendé a temperatura ambiente durante todo el periodo de tiempo
medido y evaluado por duplicado en el momento inicial, 21 y 92 horas. La
evaluacion de la estabilidad de la solucion de la muestra se realizé con un
namero de lote que cuenta con su certificado analitico, preparado en la
concentracion objetivo. Después de este tiempo, la respuesta de Pd no
aumento ni disminuy6 por arriba del limite de cuantificacion. Los resultados
mostrados en la Tabla D.II.3 demuestran que la solucibn de muestra es

estable durante 92 horas a temperatura ambiente.

Tabla D.ll.1. Resultados de la Estabilidad de la Solucién Estandar
Stock de Pd (% de recobro)

Tiempo Pd
93 horas 101
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Tabla D.Il.2. Resultados de la Estabilidad de la Solucion Estandar de
Trabajo de Pd (% de recobro)

Tiempo Pd

92 horas 98

Tabla D.1I.3. Resultados de |la Estabilidad de la Solucién Muestra

Tiempo Resultado

La respuesta de Pd no aumenta
92 horas ni disminuye por arriba del limite
de cuantificacion

Linealidad

La linealidad de la respuesta para Pd se determind con ocho
concentraciones que cubren el rango desde limite de deteccion (LD) hasta

el 200% de la concentracion objetivo

La solucién stock se diluy6 en serie con diluyente para producir soluciones
que contienen Pd en los intervalos descritos en la Tabla D.llIl.1 Cada

solucion se inyecto una vez.

Los resultados se tabulan en las Tabla D.Ill.1 y el grafico de relacién lineal
se muestra en las Figura D.lIIlLA. El andlisis de regresion para Pd muestra
un coeficiente de determinacion que cumple con la especificacion para el

valor r* de > 0,99, lo que confirma la linealidad del método.
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Tabla D.lIl.1. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Pd

% Concentracion Concentracion Respuesta
(ug/mL) (CPS)
LD 0.00125 7425.00000
LC 0.00250 18390.40000
25 0.00500 31325.90000
50 0.01000 71854.60000
60 0.01200 85121.50000
100 0.02000 135244.70000
120 0.02400 171213.50000
200 0.04000

295524.60000

Figura D.1ll.1. Resultados de la Linealidad de la respuesta para Pd

CPS: Cuentas por segundo del analito
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IV. Limite de Cuantificacion
La solucion al limite de cuantificacion (LC) se midié en seis ocasiones. El
promedio de la relaciébn de respuesta, % DER de la relacion de la
respuesta, la concentracion en g/L y en ppm de la concentracién de la
muestra se presenta en la Tabla D.IV.1.
Tabla D.IV.1. Resultados del Limite de Cuantificacion para Pd
Promedio de |, o 4.4 | Concentracion ppm de la
Analito la respuesta respuesta concentracion
(CPS) (Mg/L) de la muestra
Paladio 17843.5 3 2.50 2.50

CPS: Cuentas por segundo del analito

V. Limite de Deteccién
La solucion limite de deteccidén (LD) se midié en seis ocasiones. La media
de la respuesta, la concentracién en g/L y en ppm de la concentracion de la
muestra se presenta en la Tabla D.V.1
Tabla D.V.1. Resultados del Limite de Deteccién para Pd
Promedio dela| Concentracidon ppm de la
Analito respuesta concentracion de la
(CPS) (Mg/L) muestra
Paladio 7147.03333 1.25 1.25
CPS: Cuentas por segundo del analito
VI.  Exactitud

Las soluciones muestra fueron adicionadas con Pd al LC, 100 % y 120 %
de la concentracion objetivo. En cada nivel de estudio, se evaluaron 3
muestras. Estas soluciones se analizaron junto con una solucién de
muestra no adicionada y cada % de recobro individual se calculé en base a
la cantidad del analito adicionado. También se calculé la media del % de

recuperacion para cada nivel.
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Los

resultados,

presentados en

la Tabla D.VI.1,

indican que

la

concentracion de Pd en la muestra se puede determinar con precision

sobre un intervalo de concentracion que varia desde el LC hasta el 120 %

de la concentracion objetivo. El paladio cumple con la especificacion para el

% de recuperacion de 70 a 150 % ya que los resultados varian desde 91 %

- 109 %.

Tabla D.VI.1. Resultados de la prueba de Exactitud para Pd

A: Limite de cuantificacion

Analito % Recobro
. 79
Paladio 78 Promedio 79
80
B: 100%
Analito % Recobro
_ 97
Paladio 95 Promedio 96
96
C: 120%
Analito % Recobro
_ 97
Paladio 95 Promedio 96
95

83




VII.

Precision
Repetibilidad (Analista 1), Dia 1, Instrumento 1

El analista 1 prepar6 y analizd6 6 muestras independientes, las
preparaciones fueron adicionadas con Pd al 100 % de la concentracion
como se define en el método. Se calculd el % de recobro y el % DER de las
6 muestras que se utilizaron para la evaluacion de la precision. Los
resultados se presentan en la Tabla D.VII.1. El valor de % de DER para el

recobro de Pd cumple con el requisito de NMT 20 %.

Repetibilidad (Analista 2), Dia 2, Instrumento 1

Con el fin de determinar la robustez del método, se realizaron pruebas en

dias diferentes y por diferentes analistas

De acuerdo al método se prepararon seis muestras adicionadas con Pd al
100 % de la concentracion objetivo y se analizaron por un segundo analista
en un dia diferente; en ausencia de un segundo equipo, se utiliz6 mismo
equipo usado en la prueba de repetibilidad. Se calcul6 el % de recuperacion
y el % de DER de las 6 muestras que se utilizaron para la evaluacion de la
precision. Los resultados se presentan en la Tabla D.VII.2. El %DER del

recobro cumple con el requisito de NMT 20 %.

La calculo la diferencia absoluta de la media del % de recobro de Pd para la
evaluacion de la precision. Los datos mostrados en la Tabla D.VII.3
demuestran que diferencia absoluta cumple con el requisito de NMT 15 %,

lo que demuestra que el método es preciso.
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Tabla D.VIl.1. Resultados de la prueba de Repetibilidad para Pd

% RECOBRO

NUumero de )
muestra Paladio

1 96.76

2 94.98

3 95.83

4 94.76

5 94.00

6 95.92

Promedio 95.38

Desv. Std 0.98

% DER 1

Tabla D.VIIl.2. Resultados de la prueba de Precision Intermedia para Pd

Tabla D.VII.3. Evaluacién de la Precisiéon para Pd

% RECOBRO
Numero de )

1 101.63

2 100.63

3 97.37

4 98.87

5 95.56

6 94.33
Promedio 98.07
Desv. Std 2.85

% DER 3

s Precisidon
Analit Repetibilidad e %Diferencia
e (Analista 1, : Absoluta
0 (Analista 2,
% de recobro) % de recobro)
Paladio 95.38 98.07 3
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VIII.

Rango

Los rangos fueron establecidos a partir de los datos de linealidad, exactitud
y precision. Los resultados se presentan en la Tabla D.VIII.1

Tabla D.VIIl.1. Rango

Elementos Rango

Pd LC-120 % de la concentracion del estandar de trabajo

Robustez

Se realizaron cambios de manera deliberada a los parametros criticos del
método y los resultados se compararon con los obtenidos del método
nominal. Tabla D.IX.1

Tabla D.IX.1. Parametros evaluados para la prueba de robustez:

Parametro Rango

Temperatura nominal

Temperatura de digestion de la

muestra Temperatura 1

Temperatura 2

Tiempo Nominal

Tiempo de adquisicion de la

muestra Tiempo 1

Tiempo 2

Fueron estudiadas un total de 5 condiciones. La robustez del método se
evalué mediante la realizacion de la prueba de idoneidad del sistema donde
se consideraron la linealidad del método, los porcentajes de recobro para

los estandares y los resultados obtenidos para la lectura de la muestra.

Los resultados obtenidos para la r? los porcentajes de recobro de la
solucion estandar al 100 % (después de los estandares de calibracion y al
final de la secuencia) y las ppm obtenidas para la muestra se reportan en la
Tabla D.IX.2
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Tabla D.IX.2. Resultados del estudio de robustez

Temperatura de

Tiempo de toma

Analito | Nominal digestion . de muegtra Criterio
Tiempo | Tiempo
Temp.1 | Temp. 2 1 >
Coeficiente de Determinacion (%)
Pd 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 No menos de 0.99
% Recobro (después de los estandares de calibracion)
No menos de 80% y
Pd 103 104 104 104 101 no mas de 120%
% Recobro (al final de la secuencia)
No menos de 80% y
Pd 106 98 98 103 100 no mas de 120%
ppm en la muestra Producto A
La respuesta de V,
Co y Ni no aumenta
Pd 1.32 0.98 0.96 2.14 1.44 ni disminuye por

arriba del limite de
cuantificacion

ND= No Detectado

BQL= Por Debajo del Limite de Cuantificacion
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ANEXO E. TOXICOLOGIA *?

Arsénico

El arsénico (As) es ubicuo en el medio ambiente y en los alimentos, el suelo, el

agua potable y en el aire.

El arsénico inorganico se puede presentar en su forma trivalente (por ejemplo,
trioxido de arsénico, arsenito de sodio) o pentavalente (arseniato de sodio,
pentoxido de arsénico, &cido arsénico). Hasta el momento no se conoce una
funcion biologica del arsénico en los organismos humanos o de mamiferos. Por
esta razén, esta evaluacion se centra en el arsénico inorganico, que es mas

relevante en los productos farmacéuticos.

El arsénico inorganico ha demostrado ser genotoxico, pero no mutagénico y ha

sido reconocido como un carcinégeno humanao.

Debido a su naturaleza ubicua y perfil de toxicidad, ha habido muchas
evaluaciones de riesgos realizadas sobre el arsénico y sus compuestos que

utilizan modelos lineales de dosis respuesta.

La mayor parte los efectos del arsénico en los seres humanos no se han podido
reproducir en los animales, por lo que el riesgo en las evaluaciones depende en
gran medida de los datos epidemioldgicos de poblaciones con exposicién a altas
concentraciones de arsénico. En los seres humanos, tanto los efectos cancerosos
y como los no cancerosos estan relacionados con la exposicion al arsénico. La
exposicion oral se ha relacionado con cancer en la piel, higado, pulmén, rifion y
vejiga. Después de la exposicion por inhalacion existe evidencia de un mayor

riesgo de cancer de pulmon.

La piel (despigmentacion, queratosis palmoplantar) y el tracto gastrointestinal (por
ejemplo, nduseas) parecen ser los objetivos mas sensibles a los efectos adversos

no cancerigenos después de la ingestion oral, mientras que la enfermedad
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vascular, efectos reproductivos y efectos neuroldgicos también se reportan como

puntos terminales no oncoldgicos.

Los estudios en poblaciones grandes (~40000 habitantes) expuestos a
concentraciones de arsénico en el agua de pozo a 1000 pg / L y mas alto en el
suroeste de China Taipei han sido la base de las evaluaciones de riesgo de
cancer de piel, y mas recientemente, de la vejiga y el cancer de pulmén (US EPA,
2010).

PDE exposicion oral

El PDE oral se basa en los efectos crénicos de arsénico en la piel y establece el
limite en 15 ug / dia basado en los valores que reporta la Agencia para Sustancias

Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR).
PDE - La exposicion parenteral

La biodisponibilidad oral de arsénico es de = 95%. La evidencia mas directa es a
partir de un estudio que evalud la eliminacion del arsénico en 6 dias en los seres
humanos sanos que recibieron agua con una alta concentracion de arsénico
(especies de arsénico no especificadas) y la absorcion reportada es de
aproximadamente el 95%. Por lo tanto la PDE es idéntica a la PDE oral. PDE = 15
Mg / dia.

PDE - Exposicion por Inhalaciéon

El aumento del riesgo de cancer de pulmdn y otras enfermedades respiratorias se
han reportado después de la exposicion por inhalacién de los trabajadores en el
ambito ocupacional. La justificacion para establecer la PDE por inhalacion en
valores de 1.9 ug / dia, es la relativa falta de informacién sobre la extrapolacion

lineal de la dosis en comparacion con la exposicion oral.
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Cadmio

Cadmio (Cd) es un metal de transicion, cuyo is6topo mas abundante de origen
natural es no radiactivo. Se encuentra en la naturaleza en formas minerales y se
obtiene para uso comercial principalmente a partir de mineral de cadmio. El

cadmio existe en forma de sal solamente en el estado de oxidacion (+2).

Algunas sales de cadmio, tales como cloruro de cadmio, sulfato de cadmio y el
nitrato de cadmio son solubles en agua; otras sales insolubles pueden llegar a ser

mas solubles por la interaccidén con acidos, la luz o el oxigeno.

El cadmio, 6xido de cadmio, sales de cadmio con borosilicatos se utilizan como
catalizadores en sintesis organica, las aleaciones de cadmio/plata se utilizan en la

hidrogenacion selectiva de compuestos de carbonilo.

Se ha demostrado que el cadmio es genotdxico, pero no mutagénico y ha sido
reconocido como carcinégeno en seres humanos. El cadmio y sus compuestos

son causantes de cancer de pulmon.

Ademas, se han observado asociaciones positivas entre la exposicion al cadmio y

los compuestos de cadmio como cancer del rifidn y de préstata.

Evidencia de numerosos estudios epidemiolégicos que evallan la exposicion por
inhalacién a cadmio (tanto via ocupacional como por rutas medioambientales) han
demostrado un mayor riesgo de desarrollar cancer (sobre todo de pulmén) que se

correlaciona con la exposicion por inhalacion a cadmio.
PDE - Exposicion oral

Un punto final sensible para la exposicion oral a sales de cadmio es la toxicidad
renal. Efectos esqueléticos y renales se observan a niveles de exposicion

similares y son un marcador sensible de la exposicién al cadmio.

Una serie de estudios de exposicion oral de cadmio en ratas y ratones no

mostraron evidencia de carcinogenicidad, por lo tanto se uso el criterio de
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valoracion de la toxicidad renal para establecer la PDE oral para el cadmio,
siguiendo las recomendaciones de la ATSDR.
PDE =5 g/ dia

PDE - La exposicion parenteral

Un estudio de 12 semanas en ratas que recibieron inyecciones diarias
subcutaneas de 0.6 mg / kg de Cd, 5 dias a la semana mostraron dafio renal en la
semana 7 y versiones posteriores (Prozialeck et al, 2009). Para este estudio se

utilizé un solo nivel de dosis.

El LOAEL de este estudio es de 0,6 mg / kg en base a una disminucion del peso
corporal, aumento del volumen de orina y biomarcadores urinarios visto en este
nivel de dosis. Este estudio se utilizé para establecer la PDE parenteral. En un
estudio de dosis Unica independiente donde a las ratas se les administraron 0, 1,
2, 4,8, 16 0 32 mmol / kg de CdCI, por via subcutédnea, se observaron sarcomas
en el sitio de inyeccion en las dos dosis mas altas al final del periodo de
observacion de 72 semanas (Waalkes et al, 1999). No esta claro si los granulomas
presentes en los sitios de inyeccion se deben al tiempo o a una cantidad no
especificada del cadmio administrado en el lugar de la inyeccion.

PDE = 1.7 ug / dia

PDE — Exposicion por Inhalacion

Usando la unidad de riesgo de inhalacién de 0.0018 / pg / m® que viene para el
cadmio y un nivel de riesgo de 1: 100000, la PDE por inhalacion se puede calcular
como sigue:

1x107°

Inhalacion PDE= . — = 555 x10-2
1,8 x10° ug/ m

PDE = 0,056 pg / m®/ 1000 L/m®x 28800 L /d = 1.7 ug / dia
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Plomo

Plomo (Pb) esta presente en las formas organicas e inorganicas. Los compuestos
de plomo bivalentes generalmente incluyen tanto sales solubles en agua como
acetato de plomo, asi como sales insolubles como éxidos de plomo. Los aditivos
de la gasolina incluyen compuestos organicos de plomo como el tetrametil-plomo y
el tetraetilo de plomo. Los compuestos organicos de plomo sufren una
degradacion relativamente rapida en la atmosfera y forman compuestos
inorganicos de plomo persistentes en agua y suelo. El plomo no tiene ninguna

funcién biolégica conocida en el organismo humano o de mamiferos.

En los seres humanos y los animales, la exposicion al plomo puede causar efectos
en la salud como pueden ser neurolégicos, reproductivos, de desarrollo,
inmunoldgicos, cardiovasculares y renales. En general, la sensibilidad a la
toxicidad del plomo es mayor cuando hay una exposicion en el Utero y en los nifios
en comparacion con adultos. El objetivo a nivel sanguineo se establecio en 1-2
pg/dL, usando programas de modelacion que suponen el 100% de
biodisponibilidad se obtuvo una PDE. Por esta razon, las PDE’s son los mismos

independientemente de la via de administracion.
PDE — exposicion oral

Los efectos neuroconductuales adversos son considerados como el punto final
mas sensible y mas relevante en los seres humanos después de una exposicion
oral. Los datos de estudios epidemiolégicos muestran que los niveles de plomo en

sangre < 5 ug/dL puede estar asociada con déficits neuroconductuales en nifios.

De acuerdo con el modelo estadounidense EPA, la ingesta oral de 5 pg/dia con un
100% de absorcion se traduce a un nivel de plomo en la sangre de 1-2 pg/dL para

nifios de 0-7 anos

PDE= 5.0 pg/dia
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PDE- exposicion parental

Los efectos orales estan basados sobre los niveles de plomo en la sangre. Por lo
tanto la PDE parental es igual a la PDE oral.

PDE= 5.0 pg/dia
PDE — exposicion por inhalacion

Los efectos orales estan basados en los niveles de plomo en la sangre. Por lo
tanto, la PDE por inhalacion es igual a la PDE oral

PDE= 5.0 pg/dia

Mercurio

Mercurio (Hg) se encuentra ampliamente distribuido en el medio ambiente
mundial. El mercurio existe en tres formas: mercurio elemental, el mercurio
inorganico y el mercurio organico. La forma mas probable de mercurio residual en
productos de drogas es la forma inorganica. Por lo tanto, esta evaluacion de la
seguridad se basa en datos toxicolégicos de mercurio elemental o inorganico. Esta

evaluacion de la seguridad y la PDE derivados no aplican al mercurio organico.

No hay datos que indiquen que el mercurio inorganico es cancerigeno en
humanos. La evidencia esta limitada a la experimentacion en animales para
demostrar la carcinogenicidad del cloruro de mercurio. La agencia internacional
para la investigacion del cancer concluyé que los compuestos inorganicos del

mercurio no son clasificables como carcinogénicos en humanos

Los compuestos de mercurio inorganico muestran significativamente mas baja
biodisponibilidad oral en comparacién con el mercurio organico e inducen
diferentes efectos toxicoldgicos, como neuroldgico, corrosivo, hematopoyético, y

los efectos renales y enfermedades cutaneas (acrodinia).
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La toxicidad limitante de seguridad para el mercurio inorganico y las sales de
mercurio es la toxicidad renal. Se ha informado absorcion directa al cerebro a

través de la via olfativa

PDE - Exposicion oral

Se realizaron estudios NTP de hasta 2 afios de duracion de HgCl, en ratas y
ratones. Se seleccion6 un estudio de 6 meses de alimentacion forzada en ratas
porque tenia una evaluacion patoldgica clinica mas detallada y una gama mas
amplia de dosis (0,312 a 5 mg HgCly/kg/5d por semana). De manera absoluta y
relativa (en relaciéon peso corporal) el peso de los rifiones se incrementaron 0,625
mg / kg. En todos los varones dosificados se observaron algunos cambios en los
pardmetros quimicos clinicos tales como disminucién de creatinina, potasio,
alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa Los resultados no parecen
dependientes de la dosis. Un incremento en la incidencia y la gravedad (de
minima a leve) en la nefropatia se observo desde 0,625 mg HgCl,. Por lo cual la
PDE se fijo en 30 ug / dia.

PDE - La exposicion parenteral

Los estudios en animales indican que la biodisponibilidad oral de mercurio
inorganico estd en el intervalo de 10-30%. Por lo tanto, la PDE parenteral se
calcul6 dividiendo la PDE oral mediante un factor de modificacion de 10.

PDE =30 ug/dia/10 = 3,0 ug/ dia

PDE - Exposicion Inhalacion

Los efectos neuroconductuales se consideran que son el punto final mas sensible
después de la exposicidn por inhalacion en los seres humanos como se muestra
en estudios ocupacionales en el rango de niveles de TWA de aire entre 14y 20 ug
/ m*. La presencia de efectos neuroconductuales a bajos niveles de exposicién de
mercurio (14 ug / m®) en dentistas indican que el TWA necesita ser considerado
como un LOAEL.

PDE 1.2 g/dia
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Niguel

Niquel (Ni) es un elemento del Grupo 10 de la primera serie de transicion. Aunque
niquel puede existir en los estados de oxidacion 0, 1, 2 y 3, su estado de oxidacion
principal es 2. El niquel es un metal natural existente en diversas formas
minerales. En general, los compuestos de niquel se agrupan basandose en la
solubilidad en agua, y los compuestos de niquel més solubles, incluyendo cloruro
de niquel, sulfato de niquel, y nitrato de niquel, tienden a ser mas toxicos que
formas menos solubles, tales como el 6xido de niquel y subsulfuro de niquel. El
niquel no es nutricionalmente esencial para los humanos, pero la deficiencia de
niquel puede causar efectos adversos en animales. Las aleaciones de niquel

como Ni-Al se utilizan como catalizadores en reacciones de hidrogenacion.

El acero inoxidable es una aleaciébn a base de hierro que contiene cromo y
también pueden contener <1-38% de niquel como un Oxido. La ingesta diaria de

niquel oscila desde 100 hasta 300 ug / dia.

Seguridad - toxicidad limitante

El niquel es genotdxico, pero no mutagénico. No hay indicios de carcinogenicidad
después de la administracién oral de sales de niquel. Los estudios en roedores
muestran que dependiendo del tipo de sal de niquel que inhalaron hubo un
aumento en los tumores. La EPA en los Estados Unidos llegé a la conclusién de
gue existen pruebas suficientes para determinar que el polvo de la refineria de

niquel es carcinogénico.

En contraste con el polvo de la refineria de niquel, no se encontré en las personas
gue trabajaban con aleaciones de niquel o en la produccién de acero inoxidable un
aumento significativo en el riesgo de cancer. Todas las combinaciones de las

formas de niquel fueron clasificadas como un carcinégeno humano.

En los seres humanos y los animales, la ingestion de grandes cantidades de

niquel puede causar dolor de estbmago, depresion del peso corporal y los efectos
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adversos en la sangre y los rifilones. Los humanos generalmente se sensibilizan al

niquel después de un contacto prolongado con la piel.

Datos en humanos demuestran que un desafio oral a una dosis Unica de niquel
administrado en el agua potable puede provocar dermatitis en personas
sensibilizadas al niquel. En la derivacion de la dosis de referencia oral para las
sales solubles de niquel, no se tomaron en cuenta a los individuos con
hipersensibilidad al niquel. La inhalacion crénica puede producir cambios adversos
tales como la inflamacion en el pulmoén y de la cavidad nasal en seres humanos y
animales; enfermedades como bronquitis, enfisema, fibrosis y dafios en la funcién

pulmonar se han reportado en los trabajadores de soldadura y fundicién de niquel.

Las lesiones pulmonares inflamatorias que se desarrollaron en ratas administradas
con sulfato de niquel (NiSO4) soluble fueron cualitativamente similares, pero
menos graves que los que se producen en ratas administradas con el 6xido de
niquel (NiO) insoluble. La toxicidad de niquel parece ser mayor para las formas

solubles, que son las que se absorben mas rapidamente de los pulmones.
PDE - Exposicién oral

En un estudio de carcinogenicidad con duracion de 2 afios en ratas administradas
con sulfato de niquel hexahidratado en niveles de 10, 30 o 50 mg / kg / dia, no se
observaron tumores relacionados con el tratamiento. Hubo una respuesta
significativa en la mortalidad de las mujeres expuestas durante las semanas 0 a la
105 en todos los niveles de dosis, y una disminucién en el peso en ambos sexos
en la semana 103 dependiente de la dosis que alcanzan la significacién en los

grupos de 30y 50 mg / kg / dia.
La PDE oral es 220 ug / dia
PDE - La exposicion parenteral

Un estudio en humanos utilizando un isétopo estable de niquel estima que fue

absorbido 29-40% de lo indicado en la etiqueta (Basado en los datos de la
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excrecion fecal). Otro estudio evaluo el efecto de los alimentos sobre la absorcidon
de niquel y demostré que entre 2-23% de la dosis administrada fue absorbida.

Por lo tanto, sobre la base de la biodisponibilidad oral limitada de niquel y
compuestos de niquel solubles en agua, la PDE parenteral se calculé dividiendo la
PDE oral por un factor de modificacion de 10.

PDE = (220 ug / d) / 10 = 22 ug / dia

PDE - Exposicién por Inhalacion

Para el calculo de la PDE por inhalacion para niquel fue seleccionado de los datos

disponibles.

En estudios de 2 afios con o6xido de niquel, no se observaron tumores en
hamsteres o ratones. Hubo algunas evidencias de carcinogenicidad en ratas pero
no hay evidencia de carcinogenicidad por la inhalacion de niquel metalico. Para el
niquel, se consider6 aceptable un factor de modificacién porque las formas y
niveles que podrian verse en inhalacion de drogas o productos no han mostrado

evidencia de carcinogenicidad.
PDE =6 ug / dia
Cobalto

Cobalto (Co) es un elemento de origen natural, a menudo combinado con otros
elementos tales como oxigeno, azufre, y el arsénico. El cobalto es esencial en el
cuerpo humano debido a que es un componente integral de la vitamina B12 y
funciona como un co-enzima para varias enzimas criticas en la sintesis de la
hemoglobina y la prevencion de la anemia perniciosa. La persona promedio recibe
alrededor de 11 pg de Co / dia en la dieta. La racion dietética recomendada de
vitamina B12 varia desde 0,7 hasta 2,4 ug / dia, que corresponde a 0,03 a 0,1 ug
de cobalto. Se ha identificado que el cobalto inorganico no tiene una funcion
biol6gica esencial en el cuerpo humano. Los compuestos de cobalto (por ejemplo,

octanoato de cobalto) se utilizan como catalizadores en la hidrogenacién selectiva
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La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, 2006) lleg6 a la
conclusion de que el sulfato de cobalto y otras sales solubles de cobalto (2%) son
posibles carcinogenos humanos (Grupo 2B). Los datos indican que la ubicacion de
los tumores se limita a la de pulmoén en ratas y seres humanos. La prueba de
mutagenicidad para cobalto metélico fue positiva in vitro, pero negativos para
clastogenicidad in vivo.

EI NTP concluy6 que fue clara la evidencia de carcinogenicidad en ratones y ratas,
tanto masculinas como femeninas. Los estudios en humanos para la
carcinogenicidad de inhalacion no son concluyentes ni clasificados para
carcinogenicidad (US EPA, 2000). La policitemia es considera que el hallazgo mas
sensible después de la exposicion oral repetida en los seres humanos (ATSDR,
2004).

La exposicion por inhalacion de los seres humanos al cobalto se ha asociado con
una enfermedad respiratoria severa y progresiva conocida como la neumoconiosis
de metal duro, asi como el asma y la dermatitis de contacto (ATSDR, 2004; IARC,
2006).

PDE - Exposicién oral

La PDE oral se basa en los datos humanos disponibles. La policitemia fue un
punto final sensible en los seres humanos tras la exposicion repetida oral a 150
mg de cloruro de cobalto durante 22 dias (~ 1 mg Co / kg / dia; OMS, 2006;
ATSDR, 2004). La policitemia u otros efectos no se observaron en un estudio de
10 voluntarios humanos (5 hombres y 5 mujeres) que ingirieron 1 mg / Co por dia

como cloruro de cobalto (CoCl,) de 88 a 90 dias.
La PDE por via oral se determiné sobre la base de la NOAEL de 1 mg/dia.

La PDE oral es 50 ug/dia.
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PDE - La exposicién parenteral

No se encontraron datos relevantes sobre la exposicion parenteral a compuestos
de cobalto. Los rangos de biodisponibilidad oral de cobalto y compuestos de
cobalto inorganicos esta entre 18 y 97% (ATSDR, 2004). Para dar cuenta de la
baja la biodisponibilidad oral, la PDE parenteral se calculé dividiendo la PDE oral

por un factor de modificacién de 10.
La PDE para el cobalto para la exposicion parenteral es: 5.0 pg / dia
PDE - Exposicion Inhalaciéon

Las sales de sulfato de cobalto (27) y otras sales solubles son posibles
carcinégenos humanos (Grupo 2B) que pueden inducir tumores pulmonares. La
neumoconiosis, dermatitis de contacto y asma fueron los principales efectos no
cancerigenos en los seres humanos después de la inhalacion crénica. El enfoque
LMR se consider6 aceptable para el cobalto como los datos se consideran mas
fiables y la falta de datos en humanos para el sulfato de cobalto carcinogenicidad.
La mejor estimacion del riesgo de cancer humano es aproximadamente la misma
que la PDE derivada utilizando el LMR (OMS, 2006).

PDE = 2.9 ug/dia
Vanadio

El vanadio (V) estd presente como un oligoelemento en la corteza terrestre y
puede existir en una variedad de estados de oxidacion (-1, O, 2, 3, 4 y 5). El
vanadio también estd presente en cantidades traza en la mayoria de los
organismos biologicos. Sus principales iones son vanadato (VO3) y vanadilo
(VO.")

La absorcion de vanadio en el tracto gastrointestinal es pobre. Las estimaciones
de la ingesta dietética total de vanadio en los humanos van desde 10 a 60 pg / dia.
La ingesta de agua potable depende de la fuente de agua y las estimaciones son

de hasta 140 pg / dia. Las poblaciones humanas tienen concentraciones séricas
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variables de vanadio, siendo 2 ug / L el extremo mas alto de la gama normal. A
pesar de estar omnipresente en el cuerpo, no se ha establecido una funcion

biologica esencial para vanadio en seres humanos.

El vanadio es genotoxico, pero no mutagénico. El pentoxido de vanadio se

clasifica como una posible carcinégeno humano (grupo 2B; IARC, 2012).
PDE - Exposicién oral

Después de la administracién oral de vanadio en animales y seres humanos los
objetivos principales de la toxicidad fueron el tracto gastrointestinal,
cardiovascular, y sistema hematoldgico. El estudio mas apropiado para evaluar la
toxicidad vanadio a través de la administracion oral se llevd a cabo en seres
humanos expuestos durante 12 semanas. En este estudio, no se observé en los
sujetos administrados a través de capsula de 0,12 o 0,19 mg de vanadio como
vanadil tartrato de amonio o sulfato de vanadio durante 6-12 semanas,
alteraciones significativas en los parametros hematoldgicos, la funcion del higado
(como medido por las enzimas séricas), niveles de colesterol y triglicéridos, la
funcién renal (medida por nitrégeno ureico en sangre), el peso corporal, o la
presion arterial (ATSDR, 2012). EI NOAEL oral de 0.12 mg de vanadio / kg / dia se
utilizé para calcular la PDE oral en base a los efectos hematoldgicos y de presion

arterial. Quedando la PDE oral = 120 ug / dia
PDE - La exposicion parenteral

En la revision de seguridad para el vanadio no se pudo identificar ninguna
evaluacion significativa sobre la cual calcular un PDE para las rutas parenterales

de exposicion.

Sobre la base de una biodisponibilidad oral aproximada de <1 - 10% para los
compuestos de vanadio y vanadio inorganico (ATSDR, 2012), la PDE parenteral

se calcula dividiendo el PDE por via oral por un factor de modificacion de 10.

PDE =12 ug/ dia
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PDE - Exposicion Inhalacion

Se considerd un estudio de dos afios en ratas con inhalacién cronica de vanadio
para el uso de la PDE por inhalacion. En este estudio, se observaron efectos
cancerigenos a la dosis mas baja ensayada de 0.5 mg / m® de pentdxido de
vanadio. El pentéxido de vanadio es un agente caustico y no se considera para
estar presente en los productos farmacéuticos. Por lo tanto, la PDE inhalacion
para el vanadio se calcul6 dividiendo la PDE por via oral en un factor de

modificacion de 100

PDE = 1,2 ug / dia

Paladio

Paladio (Pd) es un elemento metalico de acero ductil. Existe en tres estados de
oxidacion: Pd (0) (metalico), Pd (2") y Pd (4"). El Pd puede formar compuestos
organometalicos, de los cuales solo a unos pocos se le han encontrado usos
industriales. El paladio (en varios soportes) esta siendo utilizado como catalizador
en reacciones de hidrogenacion. El paladio como metal es estable en el aire y
resistente al ataque de la mayoria de los reactivos excepto el agua regia y acido

nitrico.

En un estudio de 90 dias en ratas macho administradas con 10, 100 y 250 ng / mL
de paladio en el agua potable, se encontré que el paladio tiende a acumularse en
el rindn, pero no en el higado, pulmon, bazo o en los huesos. La eliminaciéon era
principalmente a través de la via fecal. Varios ensayos de mutagenicidad in vitro
de diferentes compuestos de paladio con células bacterianas o de mamiferos
dieron resultados negativos. Los datos fueron revisados para identificar los limites

de toxicidad en base a las vias de administracion.

PDE - Exposicion oral

Se han realizado varios estudios a largo plazo en animales para explorar la

toxicidad y carcinogenicidad de sales de paladio. Sin embargo, hasta la fecha,
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ninguno se ha ejecutado de acuerdo con las directrices actuales para los estudios
toxicolégicos. Los datos disponibles sugieren un NOAEL para el paladio en el
rango de 0.8-1,5 mg / kg. Un estudio de toda la vida con los ratones que recibieron
cloruro de Pd (2%) en el agua de bebida a una dosis de aproximadamente 1.2 mg
Pd / kg / dia encontré una incidencia significativamente mayor de la amiloidosis en
varios érganos internos de los machos y las hembras y una supresion en el

crecimiento de los hombres, pero no en las mujeres.
Por lo cual, la PDE se fijo en 100 ug / dia
PDE - La exposicion parenteral

La revision de seguridad para el paladio no pudo identificar ninguna evaluacion
significativa sobre la cual calcular un PDE para las rutas parenterales de
exposicion. El cloruro de Pd?* (PdCl,) se absorbio pobremente en el tracto
digestivo (<0.5% de la dosis oral inicial en ratas adultas o alrededor de 5% en
ratas lactantes después de 3-4 dias). La absorcién / retencion en ratas adultas fue
mayor después de la exposicion intratraqueal o intravenosa, lo que resulta en la
carga corporal total de 5% o 20%, respectivamente, de la dosis administrada, 40
dias después de la dosis. Sobre la base de la biodisponibilidad oral limitada de
paladio, la PDE parenteral era calcula dividiendo el PDE por via oral en un factor

de modificacion de 10.

PDE = 10 pg / dia

PDE - Exposicién Inhalacién

No existen datos suficientes sobre la inhalacion de Pd. Por lo tanto, la PDE
inhalacion se calcula dividiendo el PDE oral mediante un factor de modificacion de
100.

PDE =1,0 ug/ dia
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ANEXO F.- TECNICA ANALITICA ICP-MS 20212223

La técnica analitica de ICP-MS es usada para determinaciones de trazas de
metales. Fue introducida comercialmente en 1983 y ha ido ganando aceptacion

general en muchos tipos de laboratorios.
Entre las principales ventajas del ICP-MS se encuentran:

Los limites de deteccidn pueden ser menores a una ppt (partes por trillén)
El rango analitico es de 9 érdenes de magnitud
La productividad no se supera por ninguna otra técnica

A

Se puede realizar el analisis isotépico rapidamente
¢, Qué se puede medir con el ICP-MS?

Se pueden medir la mayoria de los elementos de la tabla periddica. En la Figura
F.1 se muestran en color los elementos que pueden ser analizados a niveles de
hasta ppt, los elementos que se encuentran en color blanco no se pueden medir o

no cuentan con isotopos naturales.

La mayoria de los andlisis son cuantitativos, sin embargo, se puede utilizar la

técnica como semi-cuantitativa.
Funcionamiento:

El ICP-MS es un método que usa la induccion del plasma (ICP) como una fuente
de ionizacién. Las muestras son introducidas dentro del plasma de argén en
gotitas de aerosol, el plasma seca el aerosol y disocia las moléculas y finalmente
remueve los electrones de los componentes, de este modo forma iones cargados,
que son dirigidos hacia un dispositivo de filtracion conocido como espectrometro

de masas, en donde son separados de acuerdo a la relacion masa/carga (m/z)

La mayoria de los sistemas comerciales de ICP-MS cuentan con un cuadrupolo

gue rapidamente escanea en el rango de masa configurado.
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Figura F.1 Elementos analizados mediante la técnica de ICP-MS (en color)
Fuente: Notas técnicas de espectrometria ICP-MS PerkinElmer

Los iones son transportados desde el plasma a través de 2 conos (sampling cone
y skimmer cone) formando la region de la interfase hacia la éptica de los iones.

La optica de los iones consiste en unos lentes electrostaticos que toman iones de
un area a presion atmosférica hacia un filtro de masa que mantiene el vacio a 10
Pa (pascal) o menos utilizando una bomba turbomolecular. Después de la
filtracidn, los iones seleccionados por si relacion masa/carga son dirigidos hacia el
detector, (un canal electromultiplicador) donde los iones son convertidos en
sefales eléctricas. Los elementos son cuantificados de acuerdo a al nimero de

iones que llegan y generan pulsos por unidad de tiempo.
El instrumento consiste en los siguientes elementos:

1. Sistema de introduccion de muestra, consiste en una bomba peristaltica
que libera la solucién a un flujo constante dentro del nebulizador

2. Generador de radio frecuencia (RF)

Antorcha de plasma

4. Region de interface, incluyendo los conos para atransportar los iones hacia
la 6ptica de los iones

w
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5. Espectrémetro de masas
6. Detector
7. Unidad de adquisicién de datos

Interferencias

La interferencia en las masas es el mayor problema, por ejemplo, las especies
isobaricas se traslapan con las sefales de los iones de interés, especialmente en
la parte central del rango de masas de 40 a 80 uma (unidades de masa atomica),
La combinacion de iones atdbmicos forman estructuras poliatdmicas (ejemplo de
estos son: *° Ar'®0O para *°Fe 6 “°Ar*°Ar con %°Se) Esta matriz de interferencia
puede ocurrir también con algunos analitos. Algunos muestran tienen impacto en
la formacion de las gotitas de aerosol o en la temperatura de ionizacion en el

plasma. Este fendmeno puede ser debido a la supresion de sefiales del analito.

Las interferencias fisicas pueden ser evitadas utilizando métodos internos de
estandarizacion o por adicion de un estandar. Los elementos utilizados como
estandar interno dependen del elemento a ser medido, el Co y el In pueden ser

utilizados como estandar interno

La principal caracteristica del ICP-MS es la resolucion, por ejemplo, la eficiencia
de separacion de dos masas cercanas. Los cuadrupolos son instrumentos, desde

este punto de vista, inferiores a los espectrémetros del sector magnético.
Procedimiento
Preparacion e introduccion de la muestra

La preparacion de la muestra por lo general incluye un paso de digestion de la
matriz con un método adecuado como la digestion por microondas. Ademas es
importante asegurar que la concentracion del analito este dentro del rango de
trabajo del instrumento por medio de diluciones o concentraciones previas y que la

solucion muestra pueda ser nebulizada de manera reproducible.

Varios sistemas de introducciéon de muestra toleran altas concentraciones de

acido, pero el uso de acido sulfarico o acido fosforico puede contribuir a un valor
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de blanco méas alto. Por esta razon, es preferible el uso de acido nitrico y
clorhidrico.

En el método para la introduccion de la muestra se deben de considerar los
siguientes requerimientos: sensibilidad, estabilidad, velocidad, tamafo de la
muestra, resistencia a la corrosion y a los atascos. El uso de un nebulizador de
flujo cruzado combinado con la camara de nebulizacion y la antorcha es adecuado

para estos requerimientos.

La bomba peristaltica debe de las soluciones estandar y soluciones muestra a una
velocidad de 20 — 1000 pL/min

Eleccién de las condiciones de operacion

Deben de ser seguidas las condiciones estandar de operacion prescritas por el
proveedor. Normalmente, se fijan diferentes condiciones de operacion cuando son
usadas soluciones acuosas o soluciones organicas. Los parametros adecuados de

operacion deben ser elegidos adecuadamente:

Seleccién de conos
Velocidad de flujo de gases de acarreo
Potencia de la radio frecuencia

Velocidad de la bomba

o k~ w0 DN PF

Seleccion de uno o mas de los isotopos de los elementos a ser medidos
Seleccién de los is6topos

Para la seleccion de los isotopos se deben utilizar varios criterios. Se selecciona el
is6topo mas abundante de un elemento dado para obtener la mayor sensibilidad,
sin embargo, también se debe considerar seleccionar un isotopo con menor
interferencia con otras especies, con la matriz o con el gas de acarreo. La
informacion acerca de las interferencias isobaricas o de iones poliatbmicos u otros
tipos como hidruros, oxidos, cloruros, etc., vienen descritas en el software del

instrumen
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