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1.- INTRODUCCION

Los estudios no clinicos (farmaco-toxicoldgicos), que formen parte de un expediente
de registro, cuyo objetivo sea el andlisis de niveles de sustancias activas en
especimenes biolégicos para su cuantificacién, deben hacerse cumpliendo los
principios de Buenas Practicas de Laboratorio (BPL). Ejemplo de estos estudios serian
estudios de toxicocinética, estudios de farmacocinética y estudios de niveles de
residuos.

La validacidon de los métodos analiticos utilizados en estos estudios también debe
realizarse siguiendo los principios de BPL. Si la validacion no se realizara conforme a
BPL, se deberia mencionar en el informe del estudio y valorar su impacto sobre la
validez de los resultados.

En lo relativo a la parte bioanalitica de los estudios clinicos de bioequivalencia, que se
realicen de acuerdo a los principios de BPL, se ha de considerar que de acuerdo al
documento de la EMA Guideline on the investigation of bioequivalence (revl), que
entrd en vigor el 1 de agosto de 2010, no seria necesario que los centros de ensayo
estén incluidos en un programa de monitorizacion nacional de cumplimiento de BPL.

Si un laboratorio aplicara voluntariamente los principios de BPL para el analisis de
muestras clinicas, debe tener en cuenta aspectos adicionales a las BPL, sobre seguridad
y derechos de los sujetos de un ensayo clinico, contemplados en el “Reflection paper
for laboratories that perform the analysis or evaluation of clinical trial samples” y la
normativa especifica de estudios clinicos.

El presente documento tiene por objeto dar una serie de recomendaciones para
realizar estudios de analisis de niveles de fdrmacos y sus metabolitos en especimenes
bioldgicos que se realizan conforme a los principios BPL, y no se tiene en cuenta la fase
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de obtencidon de especimenes. Solo se hard un desarrollo expreso de aquellos
apartados de las BPL que requieran un tratamiento especifico para dichos tipos de
estudios, mientras que el resto de los apartados de las buenas practicas de laboratorio
tales como: organizacidn, personal, garantia de calidad, instalaciones, reactivos,
procedimientos normalizados de trabajo (PNT), etc., deberan cumplir las exigencias
indicadas en los principios BPL.

2.- ASPECTOS REFERIDOS AL ESTUDIO

2.1. Protocolo

Como en todo estudio a realizar bajo normas BPL, es necesario que exista un
protocolo, que debe seguir los criterios establecidos en los principios de BPL en
aquellos aspectos que le sean de aplicacion en funcién del tipo de estudio de que se
trate.

Si los especimenes proceden de otro estudio, el protocolo del estudio debe hacer
referencia inequivoca a dicho origen, y el laboratorio debe tener informacién de la
caracterizacion del producto de ensayo y de referencia administrado, posologia, via de
administracion, medicacién concomitante, especimenes obtenidos y condiciones de
conservacion de los especimenes hasta su llegada al laboratorio.

2.2. Recepcidn y almacenamiento de los especimenes

Deberan existir procedimientos normalizados de trabajo y registros adecuados para las
siguientes actividades, como minimo:

e La identificacion del espécimen debera incluir: cddigo del estudio, identificacion
del individuo o animal del cual procede el espécimen, tipo de espécimen y si

procede tratamiento, tiempo cinético y dia de su obtencion.

e Instrucciones de recepcion en el caso de especimenes de procedencia externa.

e Condiciones de recepcién de los especimenes en el laboratorio de analisis.

e Condiciones de almacenamiento y custodia de las muestras.

La fecha de inicio de la fase experimental del estudio es la fecha de recepcién de
especimenes en el laboratorio de andlisis, ya que las condiciones de los especimenes a
su recepcion constituyen datos primarios del estudio.
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2.3. Productos de ensayo y de referencia

Los estudios de andlisis de niveles de farmacos van precedidos de una fase o de un
estudio de administracion del producto de ensayo y de referencia al sistema
experimental.

Los productos que se utilizan en la preparacién de patrones para la cuantificacion de
niveles de farmacos y de sus metabolitos deben ser considerados como productos de
referencia en la fase de bioanalisis.

Debe conocerse el nimero de lote, la fecha de caducidad o reanalisis, la pureza, la
composicion y la concentracion de todos los productos de ensayo y de referencia
utilizados en estudios BPL. El laboratorio de bioanalisis debe disponer de la
informacién de los productos de ensayo y de referencia administrados a los sistemas
experimentales.

En los casos en que el producto de ensayo sea suministrado por el promotor, deberd
existir un mecanismo desarrollado en colaboracidn entre el promotor y el laboratorio,
para verificar la identidad del producto de ensayo y facilitar la informacidn necesaria.

2.4. Equipos

Los equipos utilizados en estos estudios deberan ser controlados siguiendo los criterios
establecidos en las buenas practicas de laboratorio, es decir, el laboratorio tendra que
disponer de los correspondientes PNT y registros de uso, mantenimiento y calibracion.
Entre estos equipos se tendran que incluir los frigorificos y congeladores utilizados
para la conservacion de los especimenes.

Tal como se establece en la Guia de la OCDE numero 17 (“Application of GLP Principles
to computerised systems), se debe disponer de un inventario actualizado de todos los
sistemas informatizados relevantes en los estudios BPL. El inventario debe contener
una breve descripcion funcional del sistema, el estado de validacién, la marca, el
modelo o la version segun corresponda, asi como el responsable y el administrador del
sistema.

Los sistemas informatizados que participan en los estudios BPL tienen que estar
debidamente validados para su uso previsto. La infraestructura informatica debe estar
cualificada.

2.5. Método de analisis y su validacién

El método de andlisis puede presentarse de forma detallada en el protocolo del
estudio, o bien de forma resumida, en cuyo caso deberd completarse con la referencia
a los correspondientes PNT del laboratorio.

Péagina 4 de 12



El método de analisis utilizado en estos estudios debera de estar validado en las
condiciones de trabajo del laboratorio donde se lleva a cabo el andlisis del espécimen,
asi como para cada sustancia y matriz biolégica, y teniendo en cuenta las guias
internacionales que les sean de aplicacién. El informe de validaciéon debera incluir
como minimo los siguientes parametros:

Especificidad/selectividad
o Incluyendo la medicacidn concomitante, si procede.

e Precision.

e Exactitud.

e Funcidn de respuesta o curva de calibrado.

e Limite de cuantificacion.

e Carry-over o efecto arrastre.

e Estabilidades:

o De las soluciones stock y de trabajo del analito y estandar interno.

o En las condiciones de conservacion de las muestras en el congelador a
corto y largo plazo.

o Enelinyector.

o De los ciclos de congelacién-descongelacién que puedan producirse.

Cada laboratorio debera establecer mediante PNT, la metodologia y criterios de
aceptacion de los parametros de validacion.

Existe la posibilidad de realizar una validacion en paralelo al analisis de los
especimenes de un determinado estudio; en todo caso el laboratorio deberd haber
aprobado el informe final de validacidn del método de analisis previamente a la
aprobacion del informe final del estudio en que se haya utilizado dicho método.

2.6. Proceso de andlisis: controles de calidad y repeticién de muestras
Deberan existir como minimo PNT para:

e Validacién del método analitico.

e Preparacion de muestras.

e Preparacién de estandares o calibradores.

e Preparacioén de controles de calidad.

e Descripcion y composicion de las series analiticas.

e Descripcion del método analitico.

e Criterios de aceptacion de las series analiticas.

e Causasy criterios de repeticion de andlisis de las muestras.

e Adquisicidon, procesamiento y gestion de datos primarios en técnicas
cromatograficas. Integracion.

e Reproducibilidad del analisis de muestras reales (“incurred samples”).

2.7. Registro y archivo de datos primarios.
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El laboratorio debera disponer de un PNT que defina el sistema de archivo de los datos
primarios.

El laboratorio debe definir su politica de integridad de datos. Asimismo, en relacion a
los sistemas informatizados deberan existir como minimo PNT para:

e Funcionamiento y mantenimiento.

e Seguridad fisica y ldgica.

e Revisiones periddicas.

e Copias de seguridad y recuperacion de desastres de la infraestructura
informatica.

e Control de cambios.

2.8. Informe final

El informe final debe contener los puntos establecidos en las normas BPL, aunque seria
posible no incluir el apartado de conclusiones, si el estudio se limitara a la
presentacién de los resultados sin incluir la interpretacidn farmacocinética de los
mismos.

El informe final debe incluir, entre otros, los siguientes puntos:

e Si el estudio de bioandlisis no incluye la fase de administracion del producto de
ensayo al sistema experimental, debe incluirse la referencia inequivoca al
estudio del que proceden los especimenes.

e Referencia al informe de validacion del método analitico.

e Descripcion del método analitico o referencia al PNT.

e Identificacion y descripcidn de los productos de ensayo y de referencia (de la
administracién y del bioanalisis).

e Descripcidn de los estandares de calibracion y de los controles de calidad.

e Criterios de aceptacion de las series analiticas.

e Informacién de los especimenes (recepcion, origen, listado, conservaciéon y
localizacidn).

e Resultado del analisis:

o Identificacidon de las series del estudio: muestras analizadas, fechas y
resultados.

o Curvas de calibracidn validas.

o Controles de calidad de las series validas con identificacién de los
valores fuera del criterio de aceptacion.

e Listado de las series analiticas no validas. Fechas de analisis y motivo del
rechazo.

e Descripcidn de las desviaciones al protocolo del estudio o PNT y su impacto en
el estudio.

e Documentacion de los reanalisis, excluyendo los debidos a series no validas por
razones analiticas: identificacién de las muestras repetidas, motivo del
reanalisis, el valor original y el valor repetido.
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e En estudios de bioequivalencia deben incluirse todos los cromatogramas del
20% de los individuos, incluyendo las curvas de calibrado y controles de calidad.
En otros estudios se deben incluir cromatogramas representativos.

e Resultados de las “incurred samples”, si procede.

e Tablas de reproducibilidad del estandar interno, si procede.
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GLOSARIO DE TERMINOS
Analito: Compuesto quimico o bioldgico especifico que se quiere determinar, que
puede ser el farmaco intacto, una biomolécula o su derivado, metabolito y/o

productos de degradacidn, en la matriz bioldgica.

Carry-over (efecto arrastre): Aparicion de una sefial de analito en una muestra blanco
después del analisis de una muestra con una alta concentracién de analito.

Especificidad/Selectividad: Capacidad de un método bioanalitico de medir y diferenciar

los analitos en presencia de otros componentes que puedan estar presentes en la
muestra. Ello puede incluir metabolitos, impurezas o componentes de la matriz.

Estandar de calibracién o calibrador: Muestra de matriz bioldgica a la que se le ha

anadido una cantidad conocida de analito. Los estandares de calibracién se utilizan
para construir la curva de calibrado.

Estdndar interno: Producto de referencia anadido a los estdndares de calibracién,

controles de calidad y muestras del estudio a una concentracién conocida y constante
para corregir la variabilidad experimental durante la preparacion de las muestras y el
analisis.

Exactitud: Grado de concordancia entre el resultado de una medicién (valor medido) y
el valor nominal de referencia aceptado (patron de uso interno o patrén
internacional).

Funcién de respuesta o curva de calibrado: Funcion que describe adecuadamente la

relacién entre la respuesta del instrumento (por ejemplo, area de pico o relacién de
altura) y la concentracién (cantidad) de analito en la muestra. La funcién de respuesta
se define dentro de un rango limitado por los limites inferior y superior de
cuantificacion.

Limite inferior de cuantificacion: La menor concentracién de analito en una muestra

gue puede determinarse cuantitativamente en las condiciones experimentales
descritas, con exactitud y precisién definidas.

Limite superior de cuantificacién: La mayor concentracién de analito en una muestra

gue puede determinarse cuantitativamente en las condiciones experimentales
descritas con exactitud y precision definidas.
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Matriz bioldgica: Material biolégico que puede muestrearse y procesarse de forma

reproducible. Ejemplos: sangre, suero, plasma, orina, heces, saliva, esputos, tejidos,
etc.

Método o procedimiento de ensayo: Conjunto de todos los procedimientos

involucrados en la obtencidon, tratamiento, almacenamiento y analisis de muestras
(especimenes) bioldgicas para la determinacién cuantitativa de un analito en una
matriz biolégica determinada.

Muestra de control de calidad (QC): Muestra, preparada a partir de la matriz bioldgica,

a la que se le afiade una cantidad conocida de analito para monitorizar la ejecucion del
método bioanalitico y evaluar la integridad y validez de los resultados de las muestras
desconocidas y analizadas en una secuencia analitica.

Muestra problema: Muestras del estudio de la que se quiere determinar la

concentracion del analito.

Precisidon: Grado de concordancia (o de dispersion) entre resultados de medidas
obtenidas de tomas multiples a partir de la misma muestra y en las condiciones
establecidas. La precision puede ser subdividida en precisidn intradia o intraensayo y
precision interdia o interensayo.

Rango de calibracién: Zona comprendida entre los niveles inferior y superior de

cuantificacion (ambos inclusive) para la cual se ha demostrado que el procedimiento
analitico es adecuado, por lo que respecta a su precision, exactitud y linealidad.

Repetibilidad: Precisiéon de los resultados de una medicidn obtenidos con el mismo
método y bajo las mismas condiciones (laboratorios, analistas, dias, diferentes equipos
de medida, etc.).

Reproducibilidad: Precision de los resultados de una medicion obtenidos con el mismo
método, pero bajo condiciones diferentes (laboratorios, analistas, dias, equipos de
medida, etc.).

Secuencia analitica (lote analitico): Grupo completo de muestras formado por las
muestras problema del estudio, con un numero apropiado de calibradores y controles
de calidad, que son analizadas conjuntamente. Varias secuencias pueden ser
procesadas en un dia, o una secuencia puede durar varios dias.

Sensibilidad: Capacidad del método de ensayo para registrar ligeras variaciones de la
concentracién de analito.

Validacién: Confirmacion mediante el examen y la obtencién de evidencias objetivas

de que se han cumplido los requisitos particulares para una utilizacion especifica
prevista.
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Validacién de un método analitico: Confirmacion, mediante estudios sistemdaticos de

laboratorio, que las caracteristicas técnicas de un método analitico, cumplen las
especificaciones relativas al uso previsto.
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