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Evaluacion Estadistica de Datos de Estabilidad

1. Objetivo:
Establecer un criterio de evaluacién para identificar Cambios en el Tiempo y Variacion de
Datos en Estudios de Estabilidad.

2. Alcance
El estudio se realiz6 sobre un Paclitaxel 30 mg Inyectable, con el fin de hacerlo extensivo a
otros estudios de estabilidad del laboratorio.

3. Organizacion

Laboratorios BiotechnoPharma SA es un laboratorio de capitales venezolanos establecido
en el pais hace 2 afios, adquiriendo certificados de productos de empresas nacionales.
Comercializa sus productos a través de convenios con obras sociales. Se trata de una
PyME en crecimiento, la cual tiene proyectado comenzar a trabajar en instalaciones propias
el primer cuatrimestre de 2015, en la planta en construccion ubicada en el Parque Industrial
Ezeiza, la cual fue pensada como planta de Investigacion y Desarrollo del grupo.

4. Resumen

En la industria farmacéutica, los estudios de estabilidad de los medicamentos juegan un rol
fundamental en el seguimiento de la calidad de los productos. Este tipo de estudios se
desarrollan tanto durante la fase de desarrollo del medicamento, para establecer la férmula,
periodo de vida util (vencimiento) y condiciones de almacenamiento, como durante todo el
ciclo de comercializaciéon del producto, siendo necesario por normativa controlar la
estabilidad de al menos un lote al afio de cada producto elaborado por la compafiia. Estos
estudios se realizan de acuerdo a las normativas de la OMS, y de la ICH (International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use), organismo que involucra autoridades regulatorias y
organismos representantes de la industria farmacéutica de Japén, EEUU y la Unién
Europea, con la OMS como observador, y miembros asociados como la IFPMA
(International Federation of Pharmaceutical Manufacturers & Associations)). El
establecimiento del periodo de vida util, en la fase de registro de medicamentos nuevos, se
realiza con estabilidades aceleradas y en tiempo real, proyectando el periodo de vida util
antes de completar el periodo de vencimiento propuesto, que en general, no va mas alla de
los 12 meses del ultimo tiempo presentado a la autoridad sanitaria. Este periodo debe
confirmarse posteriormente con estudios de estabilidad en tiempo real. La importancia de
ponderar correctamente el vencimiento de los productos reside en que el mismo no debe
ser menor al tiempo que garantice la eficacia y seguridad del producto para el paciente. Sin
embargo, el hecho de asignar un tiempo de vencimiento menor al que realmente le
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corresponde al mismo, puede tener implicancias negativas desde el punto de vista de
logistica (en productos que se exportan) y econémicas negativas para la empresa.

De acuerdo a la guia ICH Q1E (Guia para Evaluacion de Datos de Estabilidad), la
posibilidad de desarrollar una extrapolacion estadistica del periodo de vida util (o
vencimiento) de un medicamento, y el tiempo de extensién maximo otorgado por la
estimacion de datos en dicha extrapolacion, debe basarse en el hecho de que los datos
demuestren o no cambio con el tiempo y/o variabilidad. Sin embargo estos documentos no
sugieren mediciones o criterios de aceptacion para la evaluacion de estos dos parametros.

Por otra parte, las guias ICH establecen lineamientos para el analisis de datos de estudios
de estabilidad de productos nuevos, sin considerar las estabilidades denominadas “on
going” o “de seguimiento” que requieren ser realizadas para cumplir con las normativas
nacionales, las cuales se encuentran alineadas con directrices de la OMS (realizacién del
estudio de estabilidad de al menos 1 lote de producto comercializado por afo). Este tipo de
estudio de estabilidad es importante para evaluar que los productos mantengan su
performance de calidad a través del tiempo, y en muchos casos, son utilizados para solicitar
la extension del periodo de vida util de un medicamento. El objetivo del presente trabajo es
la evaluacion estadistica de datos de estudios de estabilidad on going, para verificar tanto
la performance de la técnica analitica utilizada en el analisis de valoracion de Paclitaxel,
como la posibilidad de solicitar la extension del periodo de vida util del mismo.

5. Marco Normativo
Guia ICH Q1A(R2) Stability Testing of new drugs substances and products.
Guia Q1E Evaluation of stability Data

WHO 43rd Technical Report. Annex 2. Stability testing of active pharmaceutical ingredients
and finished pharmaceutical products

Disposicion 2819/04 — ANMAT

6. Introducciéon

La Guia ICH Q1E (Guia para la Evaluacion de Datos de Estabilidad), incluye un arbol de
decisiones que relaciona los datos obtenidos de estabilidad acelerada para la evaluacién
de los datos de estabilidad en tiempo real y deja al lector la decisién final para evaluar si se
requiere evaluacion estadistica del periodo de vida util y cual puede ser el periodo de vida
maxima de un producto.

Si se requiere analisis estadistico, el periodo de vida util es el tiempo al cual el limite inferior
de la curva de intervalo de confianza de un lado (95%) intercepta el valor minimo de
aceptacion (para parametros que disminuyen con el tiempo como la valoracion) 6 el limite
superior intercepta el valor maximo (en el caso de parametros que aumentan con el tiempo,
como los productos de degradacion).



Este arbol de decisiones implica responder las siguientes preguntas:

1. ¢Existe poco o ningun cambio en el tiempo en los datos de estabilidad?
2. ¢ Existe poca o ninguna variabilidad?

Sin embargo esta guia no establece ningun criterio que defina los conceptos de “cambio en
el tiempo” y “variabilidad”.

Para este trabajo, la evaluacion del cambio en el tiempo en los datos de estabilidad se
realizara mediante un analisis de la recta de regresién de los datos de valoracion de
principio activo en el tiempo, donde la pendiente es la velocidad de degradacion y la
ordenada en el origen es el valor inicial de la variable estudiada.

Se establece un test de hipotesis de acuerdo a lo siguiente:

Pendiente = 0 Ho (Hipdtesis nula)

Pendiente # 0 Hy (Hipotesis alternativa)

El valor p es el nivel de significancia minimo conduciria al rechazo de la hipétesis nula.

El valor de p mayormente utilizado es de 0,05 como nivel de significancia en muchas
evaluaciones estadisticas. Sin embargo la guia ICH Q1A establece p= 0,25 para aceptar la
igualdad de pendientes y ordenadas en el origen para permitir realizar un pool con las
curvas de regresion de lotes diferentes. De esta forma si el valor de p es > 0,25, se concluira
que la pendiente no presenta variacion o presenta muy poca variacion en el tiempo.

Para evaluar la variabilidad, el desvio estandar a lo largo de la linea de regresién Sy puede
ser un indicador de la misma en los datos. Sin embargo, el mismo no tiene en cuenta los
limites de aceptacion del item en cuestion, que puede variar desde un 98%-102% en la
valoracion de un principio activo a 90%-110% en la variacién de algunos productos, hasta
un 90%-130% en la valoracién de otros.

Para esto, en este trabajo se evaluara la variabilidad mediante el indice de Capacidad Cp,
concepto que se tomé prestado del campo de la estadistica de control de procesos.

En el caso de valoraciones de principios activos, el mismo, se va degradando con el tiempo
y por lo tanto se evalla su caida, por lo que se tendra en cuenta en este caso el Cpmin.

Por el contrario, en el caso de la evaluacion de aparicion de productos de degradacion, por
ser un parametro que aumenta con el tiempo, se evaluara a través del Cpmax.

Por lo tanto se tendra en cuenta el valor de Cpk para la evaluacion de los parametros de
variacion.

De esta forma se pretende evaluar la capacidad del método para arrojar resultados
confiables a lo largo del tiempo.



7. Resultados

A continuacion, se presentan los resultados de Valoracién de 3 lotes de Paclitaxel 30 mg
inyectable Biotechno Pharma.

LOTE: 13002 Tiempo 0 6 12 18 24
x1 99.5 98.3 100.2 99.8 97.9
X2 99.8 9%.5 97.6 97.6 9.5
Valoracion X3 99.5 9.8 100.1 %.9 9.1
Promedio 99.6 97.2 99.3 9.1 9.5
S 0.1 0.8 12 12 0.5
LOTE: 24036 Tiempo 0 6 12 18 24
x1 100 102.1 99.8 99,3 1015
X2 99.8 104.3 99.9 99,5 9.9
Valoracion X3 100.2 102.6 100.3 99.2 99.5
Promedio 100.0 103.0 100.0 99.2 100.3
S 0.2 12 0.3 0.0 0.9
LOTE: 29048 Tiempo 0 6 12 18 24
x1 100.7 102.1 99.9 9.3 9.7
X2 101.8 101.4 99.9 9.3 98.4
Valoracion X3 100.5 99.5 100.2 97.7 9.4
Promedio 101.0 101.0 100.0 9.1 9.5
S 0.6 11 0.1 0.3 0.1

Se asume que la cinética de degradacién es lineal. Se grafican entonces los datos de
valoracion en funcion del tiempo:
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Aparentemente, para los tres lotes, las rectas de regresion parecen no tener, o tener poca
variabilidad en el tiempo y poca variacion entre los datos obtenidos y los estimados por la
recta de regresion. Lo que se pretende verificar es la existencia (o falta de la misma) de
“cambio en el tiempo” y “variabilidad” de los resultados en los distintos lotes, tal como lo
solicita la guia ICH para establecer periodos de vencimiento.

8. Analisis de resultados
8.1 Cambios en el tiempo

Para verificar el cambio del titulo de paclitaxel en el tiempo, se evaluara si las pendientes
son significativamente distintas de cero.

Se establece un test de hipoétesis de acuerdo a lo siguiente:

Pendiente = 0 Ho (Hipotesis nula)

Pendiente # 0 H; (Hipotesis alternativa)

El nivel de significancia sera p= 0,25

Para esto se calculara la magnitud de test dada por la siguiente ecuacion:
X —



Donde: S esta dada por Sy, es decir los residuos de Y en la recta de regresion lineal

Siendo Syx

n—2

iy —9)?
o= BOZI)

Donde y, son los puntos sobre la recta de regresion calculada, correspondientes a los
valores individuales de x, es decir, los valores de y “ajustados”.

Como queremos demostrar que la pendiente no difiere de cero, consideramos po=0

Por lo que la ecuacion para calcular test quedaria conformada de la siguiente manera:
m
Ltest = S \/E

x/y

Siendo m la pendiente calculada para la recta de regresion.

Se estudia este parametro para cada uno de los lotes. Los resultados se presentan a
continuacion:

LOTE: 13002 0 6 12 18 24
Xi? 0 36 144 324 576
Yi 99.6 97.2 99.3 98.1 98.5
prom 98.5

m -0.0217

b 98.8

¥ 98.8 98.7 98.5 98.4 98.3
yi-y 0.8 -1.5 0.8 -0.3 0.2
(yi-9)? 0.64 2.1609 0.5776 0.0961 0.0484
3 (yi-9)2 3.52

Sx/y 1.08

ttest 0.04

ttab (0.75) 0.36




LOTE: 24036 0 6 12 18 24
Xi? 0 36 144 324 576
Yi 100.0 103.0 100.0 99.2 100.3
prom 100.5

m -0.0533

b 101.14

Y 101.1 100.8 100.5 100.2 99.9
yi-y -1.1 2.2 -0.5 -1.0 0.4
(yi-y)2 1.2996 4.7524 0.25 0.9604 0.1936
2 (yi-y)2 7.46

Sx/y 1.58

ttest 0.08

ttab (0.75) 0.36

LOTE: 29048 0 6 12 18 24
Xi* 0 36 144 324 576
Yi 101.0 101.0 100.0 98.1 98.5
prom 99.7

m -0.1317

Y 101.3 100.5 99.7 98.9 98.1
yi-y -0.3 0.5 0.3 -0.8 0.4
(yi-y)2 0.09 0.2401 0.0784 0.6889 0.1296
3 (yi-y)2 1.23

Sx/y 0.64

ttest 0.46

ttab (0.75) 0.36

Como primera observacion, podemos decir que del analisis de residuos, se considera valido
el modelo lineal utilizado.

De acuerdo a estos resultados observamos que para los lotes 13002 y 24036 el tiest
demostré ser menor que el tap, por lo cual no se rechaza la hipotesis nula, con una
probabilidad del 25% de rechazarla siendo la misma verdadera. Podemos asumir entonces
que las pendientes de estos lotes no difieren significativamente de cero, es decir, que
no hay cambios significativos en la concentracion de la droga durante los 24 meses
estudiados.

Sin embargo para el lote 29048 no puede afirmarse lo mismo ya que el tist €s mayor que el
tab, pOr lo que no puede asegurarse que la pendiente tenga poca o ninguna variabilidad, es
decir que no sea significativamente distinta de cero. Dicho de otra manera, se asume
entonces que el lote 29048 presenta un cambio significativo en el tiempo.



8.2 Variabilidad de datos

Para evaluar si existe variabilidad en los datos de valoracion de cada lote, se verifica la
dispersién de los datos en cada estudio. Esta dispersiéon puede evaluarse mediante el
parametro Sy/x calculado anteriormente. Sin embargo, se desea relativizar este valor a los
valores de tolerancia especificados para el producto, ya que el valor de dispersion por si
solo no nos habla de la capacidad de arrojar resultados adecuados si no conocemos el
intervalo en el cual podemos aceptar los mismos.

Esta se evaluara mediante el indice de Capacidad Cpk. concepto que se tomo prestado del
campo de la estadistica de control de procesos.

Como se trata de un estudio de valoracion, es de esperar que el titulo de la droga decaiga
con el tiempo por degradacion, por lo que se evaluara el Cp. o indice de capacidad inferior.

El valor de aceptacion para Paclitaxel segun la Farmacopea Estadounidense (USP) se
encuentra entre el 90% - 110% de la concentracion declarada.

Donde:
LI—p
C.. =
PL73x5,/x
Siendo

Cor: indice de capacidad inferior
LI: el limite de tolerancia inferior
M: la media de resultados

Sxy: residuos de y en la recta de regresion lineal

Lote: 13002 Lote: 24036 Lote: 29048

prom 98.5 prom 100.5 prom 99.7
Sx/y 1.08 Sx/y 1.58 Sx/y 0.64
Cpi 2.63 Cpi 2.22 Cpi 5.07

Dado que el criterio sugerido de aceptacion es un valor limite de Cp de 2,5, se observa que
para el lote 24063 el Cpi es menor a 2,5, por lo que la variabilidad de los datos seria
inaceptable.

Para analizar esta variabilidad se procedié a desarrollar un Diagrama de causa-efecto o
Diagrama de Ishikawa, el cual fue confeccionado por el equipo de trabajo mediante un Brain
Storming realizado a tal fin.
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El diagrama obtenido se presenta a continuacion:

MANO DE OBRA METODO MATERIAL

Error en operacion

de balanza

Robustez del método analiti

_Error de estandar Homaogeneidad de

— Error de enrase muestras

DE DATOS

Error de inyeccion (repetibilidad) Temperatura de
almacenamiento de
muestras
—Lampara UV con poca energia

Desgaste de columna — /—— Temperaturas fluctuantes
(error de enrase, inestabilidad de balanza,

Inestabilidad de cromatégrafo)

MAQUINA MEDIO AMBIENTE

Se analizaron las distintas variables, se descartaron las que se pudo evidenciar que eran
inaplicables, como por ejemplo, la lampara UV del cromatografo, ya que la verificacion
previa y posterior indicaron que la lampara de deuterio contaba con la suficiente energia.
Se verifico el perfil térmico de las camaras de estabilidad realizados durante la calificacion
anual de las mismas, las cuales se encontraban dentro de parametros normales, y los
registros no presentan ninguna evidencia de anomalia. Otras variables como la temperatura
del ambiente no pudieron ser descartadas ya que no se cuenta con registros de temperatura
de los locales donde se trabaja, si bien los mismos se encuentran regulados a una
temperatura aproximada de 23°C durante todo el ano.

Finalmente se decidi6 trabajar sobre dos variables que se consideraron que podrian aportar
una solucién al caso.

La primera de estas variables fue el error del operador en la pesada. Para minimizar el
mismo, se duplicé la pesada a realizar en el estandar. Originalmente se pesaban 15 mg de
Paclitaxel estandar y se llevaban a 25 ml en matraz aforado con solvente de dilucion. Se
decide cambiar la pesada a 30 mg y llevarlos a 50 ml con el mismo solvente a fin de
minimizar el error relativo de las mismas.

Por otra parte se decidio analizar las distintas variables que pueden hacer a la robustez de
la técnica, ya que se observo en los cromatogramas una diferencia de performance de lote
a lote, evidenciandose particularmente en el factor de tailing de los picos. La diferencia en

11
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este parametro puede influir en la manera de integrar los picos y pudiendo incidir de esta
forma en el resultado.

Para esto se realizé un desafio de la técnica mediante un disefo factorial de experimentos
de la forma 2%, donde los parametros a variar seran la concentracion de la fase organica, la
concentraciéon de acido acético en el diluyente y la temperatura de la columna.

Nro Causas de variacién Interacciones Tailing | valoracion
i A B C AB AC BC ABC Titulo | S?
1 - - - + + + - 1,8 98,3 | 3,09
2 + - - - - + + 1,7 98,2 | 1,04
3 - + - - + - + 1,6 99,5 | 0,07
4 + + - + - - - 1,5 99,6 | 1,12
5 - - + + - - + 1,4 99,6 | 0,05
6 + - + - + - - 1,3 99,9 | 1,00
7 - + + - - + - 1,3 |100,0| 0,83
8 + + + + + + + 1,3 99,3 | 0,02

Donde se definieron los siguientes factores de variacion que se analizaran en los
siguientes rangos:

A: Concentracion de la fase organica: proporcion agua: acetonitrilo.
Normal: (11:9)
+(10:10)

- (12:8)

B: Concentracion de acido acético en el diluyente
Normal: 200 pl AcH / 500 ml metanol
+ 220 pl /500 ml

-180 plI/ 500 ml

C: Temperatura de la columna
Normal: 25°C

+30°C
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-25°C

Analizando los resultados para el factor de tailing tenemos:

YA)=y2+Ys+Ye+VYs—y1+y3+ys+y7=-0,08
4 4

YB)=y3+Va+y7+Vs—V1+Vo+ys+Vs=-0,125
4 4

Y(C)=9Ys+Ve+ Y7+ Vs—V1+ Y2+ y3+ys=-0,325
4 4

Y(AB) =y 1+ VYa+ Y5+ §Ys— Yo+ ¥s+¥e+ y7= 0,025
4 4

Y(AC)=V1+ 93+ Y6+ Ys— Vot Va+ V5 + y7= 0,025
4 4

YBC)=y1+y2+y7+ys—Y3+yYs+ys5+Yys=0,075
4 4

Y(ABC)=Vo2+ 3+ ys+¥Ys—§1+ya+ Y6+ y7=0,025
4 4

Estos resultados estarian indicando que la temperatura de la columna juega un papel
preponderante en el factor de tailing del pico de Paclitaxel y en menor medida podria influir

la concentracion de acido acético en el diluyente.
Analizando los resultados para el titulo tenemos:

YA) =92+ Va+Ye+Ya—Y1+V3+¥s+97,=-0,125
4 4

YB)=Y3+Va+VY7+Ys—V1+ Y2+ Vs5+ V6= 0,575
4 4

Y(C)=9s+Ve+V7+Ys—Y1+Vo+¥3+ys=0,825
4 4

Y(AB) =V 1+ VYa+ Y5+ Yg— Yo+ Y3+ §e+ y7=-0,225
4 4

Y(AC)=y1+Yy3+ye+yYs— Yot Ys+ Y5+ y7=-0075
4 4

YBC)=y1+y2+y7+yYs—Y3+VYs+VYs5+Ys=-0,675
4 4
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Y(ABC)=y2+V3+ys5+¥s—y1+ys+ye+y7=-0,275
4 4

Estos resultados indicarian de igual forma que la temperatura de la columna juega un
papel importante en la cuantificacion del principio activo y en menor medida la
concentracién de acido acético en el solvente de dilucion.

A partir de estos resultados se decidié controlar el pH del diluyente previo a su utilizacion.
Por otra parte, la temperatura de la columna se elevé a 30°C ya que se demostré que de
esta forma se obtienen picos mas delgados y con menor tailing.

8.3 Determinacion del periodo de vida util

Se analiza lote a lote el tiempo en el que la curva de intervalo de confianza al 95% intercepta
el valor inferior de tolerancia (90% en nuestro caso) para evaluar una posible extension de
vencimiento a futuro.

Para graficar el intervalo de confianza inferior (que sera el intervalo critico, por degradacion
de la droga), se calcula en primer lugar la recta de regresion estimada segun

?0 = bo + b1X0
Donde

Yy: es el valor ajustado de Y
by: intercepto estimado
b,: pendiente estimada

Luego se calcula el intervalo de confianza segun:

(bo + b1 Xo) £ tn—Z;l—a/ZJD\Z(?O) + 52

Donde
A 1 — X)?
D%(¥,) = 52 [—+ (x"z—)_]
n ZXL' —TLXZ

De acuerdo a los resultados disponibles, se extrapola los resultados esperados a 48 meses:

Tabla 1: L 13002
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Tabla 3: Lote 29048
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En los 3 casos se observa que el titulo de Paclitaxel es mayor al 90% a los 36 meses, que
es el tiempo maximo de periodo de vida util que acepta la ANMAT.

A pesar de que el lote 29048 demostrd tener un cambio significativo en el tiempo
(demostrado en el punto 8.1), el peor caso corresponde al lote 24036. Esto se debi6 a la
variabilidad de los resultados obtenidos en el mismo. De aqui la importancia de mejorar la
técnica analitica para los estudios futuros.

Para el peor caso (lote 24036) a los 36 meses, el porcentaje de Paclitaxel en la muestra se
estima en aproximadamente un 92%.

Esta evaluacion debera realizarse sobre otros parametros del producto, como por ejemplo
el desarrollo de productos de degradacion antes de tomar una decision.

9. Conclusion

Se establecié un método para analizar el “cambio en el tiempo” de datos de estabilidad.
Para ello se realizé un test de hipodtesis considerando que los resultados siguen una
distribucion normal, y estableciendo un valor de significancia p= 0,25. Pudo concluirse de
esta manera que no existe, 0 es minimo el cambio en el tiempo para 2 de los lotes de
Paclitaxel estudiados, ya que las pendientes no difieren significativamente de cero. Para un
tercer lote, la variacion no pudo considerarse despreciable.
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Se graficaron los intervalos de confianza inferiores para los 3 lotes y se pudo corroborar
que el producto mantiene la concentraciéon dentro de especificaciones a los 36 meses, aun
en el peor caso. Se estudiaran de la misma manera otras variables, como el aumento de
productos de degradacion, antes de decidir si corresponde realizar una solicitud de
extension de vencimiento.

Por otra parte se establecié un método sencillo para evaluar la variabilidad de los resultados
obtenidos. Para ello se calcula el indice de Capacidad (Cpx), el cual se considera aceptable
si adquiere un valor mayor a 2,5. Mediante del indice de Capacidad Cpmin, S& comprobé que
uno de los tres lotes estudiados tenia una alta variabilidad entre resultados. Esto se verifico
posteriormente mediante el intervalo de confianza que resulté ser el mayor de los 3 lotes.

Se decidié entonces estudiar las causas de variaciéon de los resultados en las muestras y
se propuso realizar un par de cambios en la técnica analitica, que implican el aumento de
la temperatura de la columna a 30°C y el control del pH del diluyente utilizado en las
muestras. El aumento de la temperatura de la columna se habia considerado
oportunamente en el ensayo de robustez de la técnica analitica y el control del pH del
diluyente no implica un cambio en si, por lo que no se considera necesario una revalidacion
de la técnica, ya que se continua trabajando dentro del “espacio de disefio” de la misma.
Se realizara un seguimiento de los proximos estudios de estabilidad para verificar si estos
cambios mejoran efectivamente la técnica utilizada.

Este tipo de estudio demostro ser util para realizar un control de las metodologias analiticas
cromatograficas a través del tiempo, ya que si bien las mismas se controlan usualmente
con parametros tipicos de las corridas cromatograficas (numero de platos tedricos, factor
de tailing, etc), este tipo de registro se realiza para tener un control sobre la performance
de las columnas cromatograficas y no da mayor informacion sobre la metodologia en si.

La recopilacion de datos de estabilidad en los laboratorios, ademas de ser una herramienta
de control de la calidad de los productos, puede convertirse en una herramienta de revision
de la calidad de las técnicas analiticas en uso. Mediante el procedimiento aqui descripto
se pretende aplicar un ciclo de mejora continua a las técnicas analiticas de la empresa a
través de la evaluacion del Cpk.
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