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RESUMEN

La cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa es uno de los métodos mas
utilizados para la purificacion, analisis y caracterizacion de proteinas. Como parte de la
transferencia tecnoldgica de la técnica en los laboratorios de control de la calidad en
Industrial Biotecnoldgico CIGB-Mariel fue necesaria la validacion de la misma para el
ingrediente farmacéutico activo de la proteina recombinante del dominio de unién a receptor
del virus SARS-CoV-2. El objetivo de este trabajo es validar el método cromatografico para
la determinacion de impurezas en la proteina recombinante del virus SARS-CoV-2. Para
ello, se determinaron: especificidad, linealidad, precisién, robustez, idoneidad del sistema,
limites de deteccidn y cuantificacion. La separacion cromatografica se logré en una columna
C18 4.6x250 de 5 um, la fase movil se administré a un caudal de 1 mL/min con deteccion
UV a 226 nm. Como resultado, el método analitico es capaz de detectar productos de
degradacién debido al tratamiento térmico, lo que demuestra su utilidad en los estudios de
estabilidad. EI método es preciso, ya que es capaz de reproducir los resultados con una
variacién menor que 2 % en diferentes dias, analistas y sistemas. Es robusto, dado que
ligeras modificaciones en las condiciones de corridas no afectan los resultados de las
muestras analizadas y es lineal en el intervalo de 20 yg a 60 pg de proteina. Segun los
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resultados y su comparacién con los criterios de aceptacion, se puede considerar validada
la técnica.
Palabras clave: cromatografia, proteina recombinante, SARS-CoV-2, validacion.

ABSTRACT

High-performance reversed-phase liquid chromatography is one of the most widely used
methods for protein purification, analysis, and characterization. As part of the technology
transfer process for this technique in the quality control laboratories at Industrial
Biotecnoldgico CIGB-Mariel, its validation was required for the active pharmaceutical
ingredient, the recombinant protein of the receptor-binding domain of the SARS-CoV-2 virus.
The objective of this work is to validate the chromatographic method for the determination
of impurities in the recombinant SARS-CoV-2 virus protein. To this end, the following were
determined: specificity, linearity, precision, robustness, system suitability, limits of detection,
and limits of quantification. Chromatographic separation was achieved on a 5 ym C18
4.6x250 column; the mobile phase was administered at a flow rate of 1 mL/min with UV
detection at 226 nm. As a result, the analytical method is capable of detecting degradation
products due to heat treatment, demonstrating its usefulness in stability studies. The method
is accurate, capable of reproducing results with a variation of less than 2% across different
days, analysts, and systems. It is robust, as slight modifications in running conditions do not
affect the results of the analyzed samples, and is linear in the 20 pg to 60 ug protein range.
Based on the results and their comparison with the acceptance criteria, the technique can
be considered validated.

Keywords: chromatography, recombinant protein, SARS-CoV-2, validation.

INTRODUCCION

El Complejo Industrial Biotecnolégico CIGB-Mariel es una sociedad mercantil de capital
ciento por ciento cubano y primer negocio de alta tecnologia que se inaugura en el sector
A3 de la Zona Especial de Desarrollo Mariel. Cuenta con equipos para trabajar desde el
escalado de productos y procesos hasta la etapa de produccion industrial, cumpliendo
elevados estandares tecnologicos y regulatorios. Al CIGB-Mariel se realizé una
transferencia tecnolégica desde el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB)
para la produccion de la vacuna Abdala, desarrollada para la vacunacién contra el virus
SARS-CoV-2 (CIGB, 2021).

La vacuna Abdala demostré una eficacia del 92.3 % en prevenir las enfermedades severas
y la muerte producto del SARS-CoV-2 (Mas-Bermejo y otros, 2022). De igual forma, fue
segura e inmunogénica en su aplicacion a la poblaciéon pediatrica entre 3 y 18 anos
(Hernandez y otros, 2024). Como ingrediente farmacéutico activo (IFA) contiene el dominio
de unién al receptor (RBD) de la proteina de la espiga del virus SARS-CoV-2. Durante la
pandemia por COVID-19, se observo que la mayor parte de los anticuerpos neutralizantes
y aproximadamente el 50 % de la respuesta celular contra este virus, se dirigen a la proteina
de la espiga (S), que contiene el RBD, que es la enzima convertidora de la angiotensina 2
(ACE2).
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Para la transferencia tecnoldgica, es necesario llevar a cabo ensayos de laboratorio como
parte de la caracterizacién del IFA y asegurar la calidad del producto, lo que requirio la
validacién de los métodos analiticos.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) es una técnica
de separacion muy utilizada debido a su gran versatilidad, ya que cubre un amplio espectro
de aplicaciones, con rapidez y con excelentes resultados, siendo ademas un muy buen
método analitico cuantitativo. Se aplica en casi todos los laboratorios donde se realizan
analisis quimicos, bioquimicos y farmacéuticos, tanto de rutina como de investigacién
(Lister, 2005; Pabale y otros, 2024).

Segun la Organizacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC, por sus siglas en inglés), para
garantizar la confiabilidad de los resultados, los métodos validados deben someterse a
verificacion, utilizando un material de referencia de estabilidad conocida, cada vez que se
produzca un cambio en sus condiciones de utilizacion, para asegurar que los parametros
de desempefo se mantienen aceptables (Latimer, 2023). Estas buenas practicas son
también asumidas por las agencias regulatorias (Centro para el Control Estatal de
Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos, 2012) y los organismos de armonizacion
de los Requisitos para el Registro de Productos Farmacéuticos de Uso Humano (ICH,
2025).

La validacion de los métodos analiticos incluye la determinacién de los parametros
siguientes (AMSbiopharma, 2025; Dong y otros, 2020; Thompson y otros, 2002):

e Especificidad: Capacidad de medir el analito en presencia de otros componentes
(impurezas, excipientes o efectos de la matriz).

e Linealidad: Debe existir una correlacion directa entre la concentracion del analito y
la respuesta de la sefal en un rango definido.

e Exactitud: Los resultados deben ser cercanos al valor real, a menudo demostrado
con materiales de referencia y expresados como porcentaje de recuperacion.

e Precision: Incluye repetibilidad (mismas condiciones) y precision intermedia
(diferentes analistas, instrumentos o dias), medida mediante la desviacion estandar
relativa porcentual (%RSD por sus siglas en inglés).

e Limite de deteccion (LOD por sus siglas en inglés) y limite de cuantificaciéon (LOQ
por sus siglas en inglés): Definen la cantidad minima de analito detectable o
cuantificable con exactitud y precision.

e Robustez: La fiabilidad del método ante pequefias variaciones deliberadas de las
condiciones. Los factores modificados se examinan posteriormente en un disefio
experimental y se evalua su efecto en la(s) respuesta(s) del método.

e Idoneidad del sistema: Comprobaciones rutinarias para confirmar que el sistema
analitico funciona segun lo previsto.

Teniendo en cuenta que los ensayos de control de calidad al RBD del virus SARS-CoV-2
se deben realizar en una nueva planta, con nuevos equipos y diferentes analistas el objetivo
de este trabajo es validar el método de cromatografia liquida de alta resolucion en fase
reversa (HPLC-RP) para la determinaciéon de impurezas en la proteina recombinante del
virus SARS-CoV-2.
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DESARROLLO

Equipamiento, materiales y métodos
Se emplearon dos sistemas de HPLC: LAHPLCO1 y LAHPLCO03 (Knauer modelo Azura),
equipados con bombas capaces de producir gradientes, un detector ultravioleta (UV),
desgasificador en linea, horno para las columnas, inyector manual o autoinyector.
Las condiciones cromatograficas fueron:

e Columna: E1002217-1-1 C18 4.6X250 5um Vydac 218TP58

e Longitud de onda: 226 nm

e Temperatura: ambiente (34 °C)

e Flujo: 1 mL/min

e Inyeccién: 40 ug

e Tiempo de Retencion del IFA: (27.0 £ 0.2) min

e Tiempo total de corrida: (50.0 + 0.2) min
Fueron analizadas muestras de los lotes: ingrediente farmacéutico activo 19.IFA.C108,
muestra de proteina obtenida de la cromatografia de afinidad por iones metalicos (IMA)
19.IMA.C108 y material de referencia (MR) AGRBD-01-0221.
Laa disoluciones empleadas fueron:

e Acido trifluoracético (TFA) 0,1 % (Solucion A).

e Acido trifluoracético (TFA) 0,05 % en Acetonitrilo (Solucion B).

e Tampon de la formulacion del IFA (1B.IFA.B24001-01).

e Tampodn de la formulacién del IMA (1B-IMA24002-EL-P).
Los tampones o buffers son soluciones componentes de las formulaciones proteicas con
sales de fosfato para regular el pH.
Parametros de la validacion
a) Especificidad
Para evaluar la especificidad se inyectaron las soluciones tampén de la formulacién del IMA
y del IFA de RBD, para determinar qué sefales del cromatograma corresponden con los
componentes de la formulacion.
Criterio de aceptacion: En el cromatograma del tampén del IMA y del IFA de RBD no debe
aparecer ninguna senal en el tiempo de retencion del pico principal de la RBD y sus
especies minoritarias.
b) Demostracion de la idoneidad del método para los estudios de estabilidad.
Como parte de los estudios de estrés del IFA un lote se tratd en la siguiente condicion:
Tratamiento térmico: muestra de IFA a 45 °C por 1, 3 y 5 dias. Las muestras tratadas se
analizaron para comprobar si algunos picos se incrementan con el tratamiento y/o aparecen
otros nuevos que no se observan en la muestra no tratada. Los nuevos picos detectados
se colectaron para ser analizados e identificados por espectrometria de masas.
Se realizaron tres réplicas del MR por cada tiempo de muestreo, de forma que se incluyan
al inicio, mediados y final del tiempo de analisis, asi como dos réplicas de la muestra sin
tratar. Se midi6 la altura y la asimetria de los picos de cada una de las réplicas del IFA,
comparando con la muestra sin tratar en el dia y se reportaron las medias de la altura y de
la asimetria de los picos.
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Criterio de aceptacion para todos los tratamientos: El perfil cromatografico de la muestra
tratada debe ser cualitativa y cuantitativamente diferente al de la muestra sin tratamiento.
c) Linealidad
Se realiz6 una curva de calibracién de la especie de RBD asumiendo que la respuesta de
todas las especies minoritarias corresponde a impurezas relacionadas con el producto,
considerando que las modificaciones de la molécula no provocan cambios significativos en
el espectro UV de absorcidn de la proteina y que la deteccion se realiza en la regién de muy
buena sefial de absorcion (226 nm) donde absorben los enlaces peptidicos de la molécula.
Se utilizé el MR de RBD AgRBD-02-1021 a una concentracion de 1,66 mg/mL. El rango de
la curva cubrio las cantidades: 20 ug, 30 ug, 40 pg, 50 ug y 60 ug de proteina total inyectada,
que comprenden el rango entre 50 % y 150 % de la cantidad nominal inyectada en el ensayo
(40 pg). Se calculé la regresion de la recta obtenida teniendo en cuenta el area contra la
cantidad inyectada y se calculé el coeficiente de correlacion y la ecuacion de la recta.
Criterio de aceptacion: coeficiente de determinacion R?= 0,99.
d) Limites de deteccion y cuantificacion
Se inyectaron diferentes cantidades de la especie de RBD que comprendan entreun 1 % y
un 62,5 % de la cantidad nominal de RBD inyectado en cada ensayo (40 ug). Las cantidades
son: 1 ug (2,5 %), 5 ug (12,5 %), 10 g (25 %), 15 ug (37,5 %), 20 ug (40 %) y 25 (62,5 %).
Se analizé la senal ruido de cada corrida.
Criterio de aceptacion:

e Limite de deteccién: cantidad de muestra aplicada cuya sefal corresponda a 3,3

veces el ruido del sistema.
e Limite de cuantificacion: cantidad de muestra aplicada cuya sefial corresponda a 10
veces el ruido del sistema.

e) Precision

e Repetibilidad:
Se analiz6 por duplicado un lote de IFA y por triplicado el MR en los dos sistemas de HPLC
por un analista en un dia. Se calculé el porcentaje del area de la especie mayoritaria de la
RBD. Se evalué la variacion del tiempo de retencién de la especie principal y del porciento
del area de la especie principal.
Criterio de aceptacion: Para los datos de un dia para un analista en cada sistema. El
coeficiente de variacion en un dia debe ser < 1 % para los tiempos de retencion de todos
los picos (European Pharmacopoeia Commission, 2021).

e Precision intermedia:
Se realizaron tres ensayos por dos analistas en un mismo dia y en el mismo sistema de
HPLC.

e Variabilidad entre sistemas de HPLC:
Se realizaron tres ensayos por un analista en los dos sistemas de HPLC, donde se analizé
por duplicado un lote de IFA de RBD y por triplicado el MR. Se realizé un analisis de
variancia (Prueba F para varianza de dos muestras) con el porcentaje de pureza del pico
principal para demostrar que no existen diferencias significativas entre los sistemas de
HPLC.
Criterio de aceptacion: Para la varianza la prueba F debe ser: F < Fcrit.
f) Ensayo de idoneidad del sistema (System Suitability Test).
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Para establecer el ensayo de adecuacion del sistema se analizé el material de referencia al
inicio, medio y final del ensayo. Ademas, también se analizé por duplicado el lote de IFA de
RBD. Se realizé una dilucion del MR de RBD que representa el 2 % (0.8 ug) de la cantidad
nominal aplicada (40 ug) diluyendo con agua grado reactivo tipo I. A esta dilucién se le
denomind Solucién de referencia. Esta solucién de referencia se aplicé dos veces al inicio
del ensayo.

El orden de aplicacion del ensayo fue el siguiente:

1- Solucién de referencia 2 % del Material de referencia AQRBD-01-2221

2- Solucién de referencia 2 % Material de referencia AQRBD-01-2221

3- Material de referencia vigente AQRBD-01-2221

4- Lote de IFA de RBD. Réplica 1

5- Material de referencia vigente AGQRBD-01-2221

6- Lote de IFA de RBD. Réplica 2

7- Material de referencia vigente AGQRBD-01-2221

Se analizé el tiempo de retencion, el area y el porcentaje de pureza de la especie principal.
Criterio de aceptacién del ensayo: Para la media del tiempo de retencién y el porcentaje de
area de la especie principal del MR, el coeficiente de variaciéon (CV) de debe ser menor o
igual a 0.62 %, tomando en consideracion los requerimientos del CV maximo permitido para
la repetibilidad establecido en la Farmacopea Europea para tres réplicas y un valor de 3
para la desviacion estandar relativa maxima permitida para inyecciones repetidas de la
solucion de referencia (European Pharmacopoeia Commission, 2021).

El promedio del area del pico principal de la solucion de referencia debe representar entre
1.5 % y 2.5 % del area del pico principal del IFA de RBD.

g) Robustez

Se realizaron ligeras modificaciones de las condiciones de operacion del sistema variando
en la fase mévil £ 0,1 % de TFA en las soluciones A y B y utilizando dos columnas
cromatograficas C18 Vydac (4,6 x 250 mm, S5uym). Se analiz6 por duplicado un lote de IFA
en cada condicién en el sistema de HPLC, se realiz6é un analisis de varianza teniendo en
cuenta las combinaciones de la Tabla 1.

Tabla 1. Combinaciones para el analisis de la robustez

Orden Concentracion de TFA | Concentracion de TFA Columna

Solucién A (%) Soluciéon B (%) C18 Vydac
1 0.09 0.04 Columna 1
2 0.09 0.04 Columna 2
3 0.1 0.04 Columna 2
4 0.09 0.06 Columna 2
5 0.11 0.04 Columna 1
6 0.11 0.06 Columna 1
7 0.09 0.06 Columna 1
8 0.11 0.06 Columna 2
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Criterio de aceptacion: No debe haber diferencias significativas para la determinacion de la
media del porciento del area de la especie principal de la IFA. Se considerara como
hipétesis Ho existen diferencias significativas entre los valores utilizando el valor de
probabilidad (p < 0,05).

Resultados y discusion

a) Especificidad

En las Figuras 1y 2 se observan los cromatogramas obtenidos para cada muestra con su
tampdn de formulacion correspondiente.

[mAU]
Data\1B.IFA.B24001-01_19_08_2025 10_42 23 003 - DAD 2.1L; Channel 1
250 — Data\Tris Solucion Tampon_19_08_20259_51 38 002 - DAD 2.1L: Chapnel 1
200

150+

Absorbance

100+

—— il
i =
50 = S e
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50
Tiempo [min]
Figura 1. Cromatograma obtenido del IFA de RBD y el tampén Tris 20mM
[mAU] 8,5 min
Data\1B-IMA24002-EL-P_19_08_2025 12_58_04_005 - DAD 2.1L: Channel 1
400 — Data\PBS_Imidazol Solucion Tampon_19_08_2025 12_06_25_004 - DAD 2.1L: Chapnel 1
300
o
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[
2
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Figura 2. Cromatograma obtenido del IMA de RBD y el tampén de PBS/Imidazol

En los cromatogramas de ambos tampones no se detectd ninguna senal en el tiempo de
retencién del pico principal de la RBD y sus especies minoritarias. Se obtuvo el perfil
caracteristico del IFA y del IMA de RBD sobre los 27 minutos de corrida con un porciento
de pureza para el pico principal de 99,54 % y 98,90 % respectivamente. Las especies
minoritarias se obtuvieron entre los 10 y 22 minutos de corrida tanto para el IFA como el
IMA de RBD con un porciento de area de 0,46 % y 1,10 % respectivamente, demostrando
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que el método es capaz de separar la RBD sin que interfieran otros componentes de la
muestra.

b) Demostracion de la idoneidad del método para los estudios de estabilidad

Para determinar si el método es capaz de detectar productos de degradaciéon que pueden
aparecer durante los estudios de estabilidad se sometié el lote de IFA de RBD
1B.IFA.B24001-01 a una temperatura de 45 °C durante cinco dias. Se analizé por duplicado
en cada ensayo al primer, tercer y quinto dia de tratamiento. En la Figura 3 se observa que
al quinto dia de analisis se detectan sefales que no estaban en la muestra sin tratar, asi
como un aumento en la intensidad de otras especies, que si se encuentran en el perfil
caracteristico de la RBD. Entre las sefiales mas significativas destacan las dos primeras
especies que se observan en cromatograma con tiempo de retencion de 11,6 miny 12,9 min
de corrida (picos 1y 2).

[maAU]

Data\1B.IFA.B24001-01_11 08_2025 10_08_14 003 -DAD 2.1L: Channel 1

— Data\1B.IFA.B24001-01 45°Cdia 5_15_08_202513_53_13 003 - DAD 2.1L: dhannel 1
250

200

150 | |

Absorbance

100 |

——\”r‘““““‘

0

T = T
30 40 50
Tiempo [min]

Figura 3. Cromatograma obtenido del IFA 1B.IFA.B24001-01 de RBD y luego del
tratamiento térmico a 45 °C 5 dias.

En ese mismo periodo la especie principal tuvo un valor de pureza de 95,81 %, lo que
representa una disminucion de un 2,70 % con respecto al 98,51 % que tenia la muestra sin
tratar. Esta disminucion significativa de la pureza evidencia la degradacién de la proteina.
Fueron detectados nueve picos en el IFA después de los cincos dias de tratamiento térmico,
que pueden ser proteinas, compuestos o degradaciones de la propia RBD, pero la baja
intensidad de estas sefiales imposibilita su secuenciacion por espectrometria de masas. El
factor temperatura provoco a su vez una ligera deformacién del pico y ensanchamiento.
Como resultado, se demuestra que el método de HPLC-RP fue capaz de separar productos
de degradacion del RBD en condiciones de estrés por tratamiento térmico, siendo el perfil
cromatografico de la muestra tratada cualitativa y cuantitativamente diferente al de la
muestra sin tratamiento.

c) Linealidad

En la Tabla 2 se muestran las cantidades inyectadas y el porcentaje de area de la especie
principal de RBD para las tres réplicas realizadas por cada punto de la curva. El ensayo
mostrd una respuesta lineal en el rango entre 20 ug y 60 pg. Se obtuvo un coeficiente de
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correlacion de 0.991, valor que se corresponde con el criterio de aceptacion establecido
para el ensayo el cual fue R?=0,99 (Figura 4).

Tabla 2. Datos obtenidos durante el experimento de linealidad en el rango entre
50 % y 150 % de la carga nominal

Carga Nominal 50 75 100 125 150
(%)
_ Cantidad 20 30 40 50 60
inyectada (ug)
12012,32 | 17404.21| 22743,05 | 28891,04 | 31870.36
Area (RBD) | 12000,03 | 17558,31 | 22846,04 | 28907,72 | 31741,53
1201916 | 17569,04 | 22887,92 | 2874741 | 32024.85
Media 12010,50 | 17510,82 | 22825 67 | 28848,72 | 31878,91
Stdv 970 | 9251 | 7455 | 8814 | 14186
CV (%) 0,08 0,53 0,33 0,31 0,44
35000
%
30000 .y
25000 L
o R
a1}
3 20000 =
g 15000 e y =510.75x + 2185
< 10000 Rz = 0.991
5000
0
0 20 40 60 80

Cantidad inyectada (pg)

Figura 4. Linealidad del método obtenida en el rango entre 50 % y 150 % de la carga
nominal inyectada

d) Limites de deteccion y cuantificacion

Para la determinacion del limite de detecciéon y cuantificacion se utilizé el material de
referencia (MR) de RBD AgRBD-02-1021 a una concentracion de 1.66 mg/mL. Se
realizaron tres réplicas por cada punto de la curva comprendida entre 2,5% y un 62,5 % de
la cantidad nominal de RBD inyectado en cada ensayo (40 ug). En la Tabla 3 se muestran
las cantidades inyectadas, asi como la relacion senal/ruido (S/R) obtenida durante el

ensayo.
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Tabla 3. Valores de la relacion senal/ruido obtenidos en el ensayo de determinacion
del limite de detecciéon y cuantificacién del IFA de RBD

Cantidad . Media

inyectada (ug) Ruido (pA) SR S/R
7,65 1,52

1 7,19 1,23 1,26
7,00 1,05
32,56 3,11

5 34,28 3,52 3,26
33,44 3,16
68,87 8,04

10 67,49 6,69 7,07
65,90 6,49
85,06 5,46

15 91,02 8,58 717
92,69 7,46
123,01 11,18

20 125,88 11,68 10,53
110,66 8,73
139,93 13,87

25 125,07 10,08 11,44
169,79 10,37

El limite de deteccién (LOD) y de cuantificacion (LOQ) se establecio para 5 ug y 20 pg,
siendo su relacién senal-ruido media de 3,26 pA y 10,53 pA respectivamente; valores mas
cercanos a 3y 10, que son los criterios de aceptacion establecidos para estos parametros.
e) Precisién

e Repetibilidad
Como se observa en la Tabla 4, los coeficientes de variacion obtenidos para el tiempo de
retencion de la muestra y el MR para cada sistema fueron menores del 0,08 %, cumpliendo
con el criterio de aceptacion establecido para la técnica analitica (CV £ 1 %).
El coeficiente de variacion obtenido para el porcentaje de area para el IFA fue de 0,02 %
en el sistema LAHPLCO1 y de 0,06 % en el sistema LAHPLCO03; para el MR tuvo un valor
de 0,10 % en el sistema LAHPLCO1 y 0,00 % en el sistema LAHPLCO3. Los resultados
obtenidos en cada sistema fueron similares, demostrando de esta forma que el método
posee una buena repetibilidad.

e Precision intermedia
En el sistema cromatografico LAHPLCO1 la inyeccion es automatica por lo que los analistas
no tienen influencia en la reproducibilidad de los tiempos de retencién, pero si la apreciacion
del analista en la identificacion de los picos (sus deteccién y delimitacion) la cual puede
introducir alguna variacion en el resultado del calculo del por ciento de pureza por lo que es
necesario estudiar y controlar la variacion entre analistas en cuanto a la integracion de los
cromatogramas para reportar los resultados. Cada analista realiz6 la integracion de todos
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los cromatogramas del experimento de precision y se calculd la media, la desviacidon
estandar y el coeficiente de variacion (Tabla 5).

Tabla 4. Coeficientes de variaciéon obtenidos en el ensayo de repetibilidad

Sistema 1B.IFA.B24001-01 AgRBD-02-1021
LAHPLCO1 Tr (min) Area (%) Tr (min) Area (%)
25,93 99,76 25,90 99,80
ANALISTA 1 25,95 99,62 25,92 99,77
- - 25,92 99,79
Media 25,94 99,69 25,91 99,79
Stdv 0,01 0,10 0,01 0,02
CV (%) 0,05 0,10 0,05 0,02
Sistema 1B.IFA.B24001-01 AgRBD-02-1021
LAHPLCO3 Tr (min) Area (%) Tr (min) Area (%)
25,85 100 25,80 99,57
ANALISTA 1 25,87 100 25,83 99,66
- - 25,80 99,74
Media 25,86 100,00 25,82 99,62
Stdv 0,01 0,00 0,02 0,06
CV (%) 0,05 0,00 0,08 0,06

Tabla 5. Resultados obtenidos de la variabilidad entre analistas en el

ensayo de precision intermedia

AgRBD-02-1021 (Area %) | 1B.IFA.B24001-01 (Area %)
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
99,76 99,9 99,80 99,6
Ensayo 1 99,62 99,9 99,77 99,5
- - 99,79 99,7
99,75 100 99,75 99,8
Ensayo 2 99,94 100 99,63 99,7
- - 99,70 99,8
100,00 99,90 99,82 99,80
Ensayo 3 100,00 99,90 99,76 99,80
- - 99,73 99,70
Media 99,85 99,93 99,75 99,71
Stdv 0,16 0,05 0,06 0,11
CV (%) 0,16 0,05 0,06 0,11
COMPARACION ENTRE ANALISTAS
Media 99,89 99,73
Stdv 0,12 0,08
CV (%) 0,12 0,09
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Los coeficientes de variacién obtenidos en todas las evaluaciones cumplieron los criterios
de aceptacion establecidos (CV < 2 %) para el porcentaje del area del pico principal tanto
para el IFA como para el MR.

e Variabilidad entre sistemas
En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos para la variabilidad entre los sistemas
de HPLC (LAHPLCO1 y LAHPLCO03) por un mismo analista. La prueba de Fisher de
homogeneidad de varianzas mostré que los sistemas tienen una precision similar.
Los CV obtenidos en el sistema LAHPLCO1 para el porciento del area del IFA'y el MR de
RBD fueron de 0,16 % y 0,06 % respectivamente; y en el sistema LAHPLCO3 fueron de
0,12 % (IFA) y 0,06 % (MR), cumpliendo todos los ensayos con el criterio de aceptacién
establecido en el protocolo de validacion de la técnica analitica (CV < 2 %)
Se realizé una prueba de Fisher para homogeneidad de varianzas, en la cual F < Fcrit
demostrando que no existen diferencias significativas entre los sistemas de HPLC.

Tabla 6. Resultados obtenidos de la variabilidad entre sistemas

AgRBD-02-1021 1B.IFA.B24001-01
Sistema Sistema Sistema Sistema
LAHPLCO01 | LAHPLCO03 | LAHPLCO1 LAHPLCO03
99,80 99,57 99,76 100
Ensayo 1 99,77 99,66 99,62 100
99,79 99,74 - -
99,75 99,73 99,75 100
Ensayo 2 99,63 99,73 99,94 100
99,70 99,76 - -
99,82 99,78 100,00 99,76
Ensayo 3 99,76 99,73 100,00 99,76
99,73 99,75 - -
Media 99,75 99,72 99,85 99,92
Stdv 0,06 0,06 0,16 0,12
Cv 0,06 0,06 0,16 0,12
Comparacion de varianzas (prueba Fisher)
F 2,79 1,67
Valor critico de F 3,79 6,39

f) Ensayo de idoneidad del sistema

La Tabla 7 muestra los resultados de la prueba de idoneidad del sistema para las variables
de tiempo de retencion y porciento de area del pico principal. Los coeficientes de variacién
obtenidos para cada una de las variables evaluadas del MR estuvieron dentro del limite de
aceptacién establecido para este ensayo (CV < 0,62 %). Se obtuvo un CV de 0,19 % para
el Tr del MR. El promedio del area del pico principal de la solucion de referencia representd
2,28 % del area del pico principal del IFA de RBD. Los valores promedio del porciento de
area del IFA y el MR fueron 100 % y 99,77 % respectivamente, cumpliendo con el criterio
de aceptacion establecido (pureza = 95%). Los resultados obtenidos en esta prueba
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permiten afirmar que bajo las condiciones descritas es posible el analisis por HPLC-RP del
IFA de RBD vy la separacién de sus especies con la evaluacién de criterios y parametros

cromatograficos que garanticen la confiabilidad y el buen desempefio del ensayo analitico.

Tabla 7. Resultados obtenidos en el ensayo de idoneidad del sistema.

. AgRBD-02-1021 1B.IFA.B24001-01 Solucion de referencia 1,52,
Sistema %
LAHPLCO1 Tr Area Tr Area Area Tr Area Area
(min) (%) (min) (%) (min) (%)

Réplica 1 25,88 | 99,82 | 25,93 | 100,00 | 20811,79| 25,92 | 100,00 | 475,91
Réplica 2 25,88 | 99,76 | 25,83 | 100,00 | 20950,49 | 25,92 | 100,00 | 477,37 | 2,28
Réplica 3 25,80 | 99,73 - - - - - -
MEDIA 25,86 | 99,77 | 25,88 | 100,00 | 20881,14 | 25,92 | 100,00 | 476,64
Stdv 0,05 0,05 0,07 0,00 98,08 0,00 | 0,00 1,03 -
CV (%) 0,19 0,05 0,27 0,00 0,47 0,00 | 0,00 0,22

g) Robustez

En la Tabla 8 se muestran las combinaciones de experimentacién realizadas y los
resultados obtenidos. Se realizé un andlisis de varianza para evaluar el efecto de los
factores anteriormente mencionados y sus combinaciones sobre la pureza del IFA del RBD.
En este caso ninguno de los efectos fue significativo, el valor de probabilidad p = 0,05
(Figura 6) demostrando que no hay diferencias significativas para la determinacion de la
media del porciento del area de la especie principal.

939

Media 99,20
DaswEst. 056325
5 ] B
AD 0,450

Valar p 0,198

Porcentaje
Lh
L]

Sli' SIE S:EI 1C:U ICII1 1[:2
Area
Figura 6. Grafico de probabilidad del area para el IFA de RBD en el

estudio de robustez.
Nota: Las bandas laterales representan el intervalo de confianza de la media
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Tabla 8. Resultados obtenidos en el estudio de la robustez del método analitico

Tiempo
e Conc. TFA | Conc. TFA . . .
Réplicas Sin A SIn B Reter_lmon Area [%]
[min]
1 25,72 99,71
2 0,09 0.04 25,97 99,79
Columna 1 1 25,93 99,82
2 0,09 0,06 25,97 99,86
1 26,20 99,81
2 0,11 0.04 26,18 99,81
1 26,20 99,85
2 0.1 0,06 26,22 99,84
e Conc. TFA | Conc. TFA TR . 0
Réplicas Sin A Sin B [(min] Area [%]
1 27,05 98,56
2 0,09 0.04 27,17 98,62
1 27,23 98,68
Columna 2 5 0,09 0,06 27.23 98.56
1 27,43 98,64
2 0,11 0.04 27,47 98,60
1 27,50 98,60
2 0,11 0,06 27,50 98,61
MEDIA 99,21
Stdv 0,62
CV (%) 0,63

CONCLUSIONES

El método de HPLC-RP permite evaluar la estabilidad del IFA, ya que es capaz de detectar
modificaciones en la molécula de RBD, como son los productos de degradacion debido al
tratamiento térmico. Es preciso ya que es capaz de reproducir los resultados con una
variacién menor al 2 % en diferentes dias, analistas y sistemas. Es robusto ya que ligeras
modificaciones en las condiciones de corrida no afectan los resultados de las muestras
analizadas. Segun los resultados obtenidos y su comparacion con los criterios de
aceptacion, se puede considerar que la validacién de la técnica resulté satisfactoria.
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