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I RESUMEN

La presente investigacion se realizé con la finalidad de evaluar el comportamiento del proceso de
filtracion esterilizante para una solucion denominada como peor caso por su caracteristica de
concentracién, como solucién sobresaturada, de Dipirona 2g/5 mL, de una planta de productos
parenterales de bajo volumen y validar dicho proceso con el propdsito de cumplimiento
normativo, el cual indica que todos los procesos de esterilizacién deben ser validados, segun la
OMS, informes técnicos 823, 32 informe, numerales 17.54 y 17.55 que indica, “Todos los
procedimientos de esterilizacion deben ser validados” y, “Antes de probar un método de
esterilizacion, debe demostrarse que es adecuado para el producto en cuestion y que es eficaz
para alcanzar los niveles de esterilizacion deseados en todas las partes de cada tipo de carga a

ser procesada.

En base a lo anteriormente expuesto, se desarroll6 el plan maestro de validacién, y se
establecieron los criterios de cumplimiento para el mantenimiento del estado validado del proceso
de filtracién esterilizante, a través de la medicién de las variables como: pH, temperatura de
filtracion, presién de filtracion, caudales promedios. Utilizando como herramienta de analisis: la
estadistica descriptiva, graficas y cartas de control. Se concluyeron las siguientes condiciones
estandarizadas para el producto de estudio: temperatura de 40 grados centigrados, presion
constante de 30 PSI, pH medio de 6.87, tamafio de lote productivo de 150L. En relacion a los
medios filtrantes para el producto en analisis, se determind que el producto es compatible con la
membrana filtrante de polietersulfona, la naturaleza quimica de la membrana minimiza el riesgo de
generar extractables aguas abajo del filtro (lixiviables); aumentando la eficiencia del proceso al

generar un caudal de filtracién promedio de 3.7 litros por minuto.

El analisis de capacidad de proceso sobre la variable critica de cuantificacion del activo en 20 lotes
del producto (solucién Dipirona 2g/5mL), generé los siguientes indices de capacidad de Proceso:
Cp de 3.47, que al ser mayor al indice de 1.33 permite concluir que el proceso se encuentra bajo
control, es decir los resultados de fabricacién vy filtracion del producto utilizando la membrana de
Polietersulfona son reproducibles lote a lote en temas de cuantificacion del principio activo, es decir
no existe perdida de principio activo por el fendbmeno de adsorcion sobre la membrana filtrante.
Para el caso del resultado de Cpk 3.17 menor a Cp 3.47, permite concluir que el proceso no se
encuentra centrado, sino orientado hacia el limite de especificacion superior; este resultado permite
orientar al fabricante hacia una oportunidad de mejora en la naturaleza de la formulacién del
producto, con el fin de hacer los ajustes de principio activo para que los resultados se orienten a
dos desviaciones estandar. Finalmente, el resultado de Cpm 2.36 mayor a 1,33; permite concluir

que la media del proceso se encuentra dentro de la quinta parte media de las especificaciones.



El estudio de capacidad mostr6 también que la fabricacion de la solucién Dipirona 2g/5mL se
encuentra bajo control estadistico y que es probable encontrar cero defectos por millén a corto y a
largo plazo, lo cual afirma que el filtro no afecta al producto adsorbiendo parte del principio activo

sobre su superficie.

En relacion a la calificacién del desempefio de la membrana filtrante, se realizaron pruebas de
eficiencia microbiol6gica (método destructivo), con la inoculacion de tres lotes piloto del producto
de estudio denominado como peor caso Dipirona 2g/5 mL, con una cepa de un organismo
endémico de la planta que mostré ser viable para la prueba al no ser inhibido su crecimiento al
contacto con el producto sujeto al estudio, evitando generar sesgo en la investigacion. Se realiz6
el célculo de la maxima capacidad de retencidn microbiana para un area filtrante de 0.15m?, la
inoculacién y saturacidon del producto con la cepa viable endémica de planta Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 cumplié con la caracteristica de retener no menos de 1X107 UFC/cm?,
Una vez inoculado el producto, se sometié a proceso de filtracion esterilizante bajo condiciones
estandarizadas, el reto microbiolégico concluyé que la membrana Polietersulfona como medio
filtrante, para el producto denominado como peor caso, produce aguas abajo del filtro una solucién
que cumple con especificacion de esterilidad y endotoxina, evidenciando que la membrana cumple
con la caracteristica de ser grado esterilizante (0.20 ym) ABSOLUTO (B5000). El resultado de
integridad de la membrana mediante métodos no destructivos conocidos como pruebas de
integridad, fueron satisfactorias, la prueba del flujo difusivo tuvo como resultado un caudal
promedio de: 3.08 mililitros/minuto, se toma como prueba satisfactoria cuando los caudales de gas
son menores a la especificacion del proveedor, que para el caso de las membranas utilizadas en el

estudio corresponde a 4.40 mililitros/minuto.

En base a los puntos desarrollados en el plan maestro de validacion del proceso de filtracion
esterilizante para el producto seleccionado como peor caso para el producto Dipirona 2g/5mL
utilizando una membrana de polietersulfona, cumplen satisfactoriamente, se concluye que el

proceso de filtracidn esterilizante se encuentra Validado.



Il. INTRODUCCION

Las preparaciones de soluciones parenterales son definidas por las farmacopeas como
preparaciones estériles. Segun la definicion de esterilidad, una muestra se considera estéril,
solamente cuando en ella hay ausencia de microorganismos viables. No es posible garantizar la
esterilidad de un producto en funcion de un ensayo analitico realizado a una muestra de un lote
manufacturado, sino, debe estar garantizada mediante ensayos y procesos validados que
aseguren la reproducibilidad del resultado en el 100% del lote manufacturado. Considerando que
la esterilidad, es un requerimiento regulatorio critico en el aseguramiento de la calidad de un
preparado parenteral, se encuentran plenamente documentadas las especificaciones y condiciones
de procesamiento para la industria farmacéutica, definidas segun diferentes normativas, como lo
son: la Food and Drug Administration (FDA), Pharmaceutical Drug Agency (PDA), European
Medicines Agency, Farmacopeas internacionalmente aceptadas, Health Industry Manufactures

Association (HIMA), entre otras.

Cuando se utiliza la filtracion como proceso de esterilizacion, las normas requieren tres elementos
para asegurar la calidad de un filtro esterilizante. El primer elemento, es el uso de filtros certificados
por el proveedor; el segundo elemento, son los ensayos de integridad con resultados consistentes
con los datos generados en la validacién, y el tercer elemento, es la validacion del filtro con

ensayos que simulan el proceso real de manufactura (Rodriguez, 2010).

En la base a lo anterior y partiendo del cumplimiento del primer y segundo elemento se valida el
tercer elemento, es decir el proceso de filtracion esterilizante simulando el proceso real de
manufactura con producto. EIl objetivo propiamente dicho de la validacién, es demostrar que, con
el proceso estandarizado de filtracion, la naturaleza fisicoquimica del producto, no afecta el
rendimiento del filtro, y se obtiene siempre un producto que cumple con la especificidad de calidad
predeterminada, es decir cumple con especificacion de esterilidad, sin comprometer los demas

criterios de calidad (Agalloco, 2003).

El comité de expertos de la OMS, sobre Especificaciones para Preparaciones Farmacéuticas en el
numeral 5.4 indica: Todos los procesos de esterilizacion deben ser validados. Por lo tanto, en
cumplimiento a este requerimiento normativo, la industria farmacéutica dedicada a la preparacion
de medicamentos parenterales de bajo volumen debe establecer evidencia documentada que
demuestre que la membrana filtrante permanece integra antes y después del proceso de filtracién.
Ademas de evidencia que la naturaleza fisicoquimica del producto y las condiciones ambientales

del proceso (presion y temperatura) no afectan la estabilidad de la membrana.

El protocolo de validacion permiti6 demostrar mediante pruebas experimentales que la naturaleza

del producto no afecta la retencién microbioldgica, esto se comprobé a través de la inoculacion del



producto con una concentracién conocida de microorganismo de eleccion y la posterior filtracion
del mismo de acuerdo a los limites de retencién dictados por el proveedor, se determiné que el

efluente cumple con especificacién de esterilidad y endotoxina.

Por medio de una revision retrospectiva se evalué si el filtro afecta al producto de manera que

retenga parte del principio activo en su superficie.

Es importante hacer mencién que el protocolo de validacion del proceso de filtracion esterilizante
se fundamenta en el analisis de filtrabilidad realizado previamente por la industria farmacéutica en
donde se realiza la investigacién. EIl andlisis de filtrabilidad aseguré la calificacion previa de las
membranas filtrantes mediante ensayos experimentales, concluyendo en que las membranas
seleccionadas no producen lixiviacion de materiales a los efluentes, para los fines de esta
investigacion este resultado es concluyente siempre y cuando se cumplan las siguientes premisas:
que no exista cambio en la naturaleza de la membrana, que no se alteren las condiciones de

proceso, y que no se reutilice la misma membrana para varios lotes productivos.



a.

M. ANTECEDENTES

Filtracion:

1. Principios de filtracién

La filtracion se define como la remocion de particulas de un fluido, sea liquido o gas,
por el paso del mismo a través de un medio permeable (material poroso o fibroso). El
medio presenta poros interconectados entre si para que se dé el paso del fluido. La
esterilizacién de liquidos por medio de la filtracion se logra por el paso del liquido a través
de un material capaz de retener los microorganismos presentes, se emplea para aquellos
materiales sensibles al calor y la funcion de un filtro es remover los contaminantes
indeseados. Existen tres fuentes de contaminantes.

a) La generada por el propio sistema a través del desgaste.

b) La que entra al sistema a través de una fuente externa o el ambiente.

c) La que se encuentra acumulada en los fluidos. (McBurnie, 2004)

Los filtros remueven particulas de cierto tamafio, su eficiencia se basa en el tamafio de las
particulas que son removidas del sistema. Filtros con baja eficiencia permiten que los
contaminantes fluyan por el sistema y filtros con alta eficiencia pueden saturarse con mayor
rapidez, originando un intervalo de recambio mas corto (McBurnie, 2004).

Cualquier filtro colocado en un sistema es un obstaculo para el paso del fluido a través del
mismo. A esto se le llama restriccién. Esta restriccién se expresa como diferencial de

presiones y es la diferencia de presiones antes del filtro y después del mismo (PDA, 1998).

Tipos de filtracién

Podemos clasificar los tipos de filtracion de los liquidos de acuerdo al tamafio de

particula que pueden retener:

a) Filtracion clarificante - Su finalidad es obtener disoluciones transparentes
mediante retencion de particulas de hasta 10um.

b) Ultrafiltracion - Su finalidad es separar macromoléculas y particulas coloidales,
de moléculas organicas disueltas de bajo peso molecular. Entre 0,001 y
0,1pum.

c) Osmosis inversa - ElI paso de agua a través de una membrana
semipermeable, con ayuda de presion. De esta forma se retienen particulas
de 0,002 -0,003.

d) Filtracion esterilizante - Su finalidad es obtener productos estériles, se utiliza
en productos termolabiles, retienen particulas de hasta 0,22um. (Agalloco,
2003).



3. Filtracién esterilizante

La filtracion esterilizante es el proceso de remocién completa de microorganismos

(excepto virus), de un fluido. Un filtro grado esterilizante debe remover todos los

microorganismos presentes en un fluido sin afectar la calidad del producto en forma

adversa.

a)

b)

Funcionamiento de un filtro grado esterilizante: Es ampliamente sabido que los
filtros trabajan permitiendo que un fluido pase a través de sus poros, reteniendo
particulas de gran tamafio que no son capaces de atravesar estos poros. Este
mecanismo de arresto o captura de particulas es llamado de varias maneras como
retencion por tamiz, captura fisica, intercepcion directa, exclusion por tamafio, etc.
Este punto de vista se basa en el axioma de la geometria, que una particula tan
grande para encajar en un poro es incapaz de pasar a través de él. La exclusiéon
por tamafio, es importante, y quizas para filtros esterilizantes el mas confiable
mecanismo de accion filtrante, puede que no sea el Unico. De hecho, particulas lo
suficientemente pequefias para entrar y pasar a través de los poros de un filtro
pueden ser capturados por adsorcion a las paredes de los poros. Otros
mecanismos de remocion de particulas incluyen, pero no son necesariamente
limitados a secuestro por adsorcién, impacto por inercia e intercepcion difusional.
Las particulas pueden ser lo suficientemente pequefias para entrar en el poro del
filtro, pero aun asi pueden ser capturados por el filtro, indicando que la retencion
de particulas puede depender de otras condiciones de funcionamiento que rigen la
filtracion. Estos efectos son importantes si se encuentran presentes bacterias de
menor tamafio del poro (PDA, 1998).
La efectividad de los mecanismos de adsorcion por secuestro depende de las
condiciones de filtracion. Muchas condiciones operacionales diferentes gobiernan
la remocién de particulas por adsorcién de los filtros, incluyendo el diferencial de
presion aplicado, caudales, nimero de particulas presentes, y las caracteristicas
del liquido en términos de tensién superficial, pH, fuerza idnica, entre otros
factores. Todos deben ser considerados y entendidos en la validaciéon de un filtro
(McBurnie, 2004).
Factores que afectan la capacidad de retencién microbiana para un filtro grado
esterilizante:
i. Bioburden - Puede definirse como la carga microbioldgica total presente en un
medio. En situaciones donde no todos los contaminantes son retenidos por
exclusion de tamafio, el resultado se puede decir que es probabilistico. La

figura 1 muestra una bacteria (particula) mas pequefia que el tamafio del poro



entrando al poro. La bacteria puede atravesar el poro para salir con el flujo, o
tropezar con la pared del poro y adsorberse arrestado por las fuerzas de Van
der Waals, o fuerzas de valencia residuales o secundarias. La situacion que
prevalezca es resultado de probabilidades. Independientemente del nivel de
desafio para un filtro que no esta obstruido, la probabilidad de que cualquier
particula penetre es la misma para cualquier particula idéntica. Cuanto mayor
es el nimero de particulas (bioburden), es decir, cuanto mayor es la densidad
de desafio, mas probable es que algunas particulas escapen a la captura.
Cuanto menor es el bioburden frente al filtro, mejor se comporta el filtro (PDA,
1998).

™~

Figura 1 Caminos alternativos para la entrada de particulas en un poro (PDA, 1998)

Se debe enfatizar en que el nivel de bioburden puede influenciar la eficiencia
del proceso de filtracién. Por esta razén el bioburden debe mantenerse tan
bajo como sea posible en cada etapa del proceso. Los filtros exhiben su
méxima eficiencia cuando el bioburden es minimo. Dicho de otra forma, la
probabilidad del paso de microorganismos es minimizado cuando el bioburden
es bajo. El bioburden debe ser monitoreado rutinariamente (FDA, 1998).
Diferencial de Presion - Los efectos del diferencial de presion también deben
ser considerados. Mientras menor es el diferencial de presion, mayor es la
probabilidad de retencion de los organismos. Mientras mayor es el tiempo que
una particula u organismo permanezca en el paso a través del poro, mayor es
la probabilidad de tropezar con la pared del poro y ser adsorbida. Por el
contrario, a una presion diferencial mas alta, la velocidad del liquido a través
del poro aumenta y la estancia disminuye, resultando en una disminucién de la
probabilidad de captura. Existe, por lo tanto, una naturaleza probabilistica para
la captura por adsorcion, expresada por la relacién inversa del secuestro por
adsorcion con el nivel de presion diferencial (Galeano, 2007).

Otros Factores que Afectan - Para particulas no retenidas por exclusion de
tamafio, varios investigadores han mostrado que propiedades tales como pH,

tension superficial, fuerza iénica y viscosidad pueden influenciar la retenciéon



por membranas microporosas. Tal dependencia puede ser indicativa de
retencion por adsorcidon. El vehiculo también puede afectar las bacterias
presentes, cambiando su tamafio o morfologia. Tales cambios pueden

resultar en un filtrado no estéril (Galeano, 2007).

b. Tipos de filtros seglin su composicion y disefio:

1. Filtros de membrana hidréfoba e hidréfila:

Actualmente los materiales disponibles de fabricacion incluyen (pero no se limitan a
polimeros) tales como ésteres de celulosa, nylon, poliésteres, politetrafluoroetileno, fluoruro
de, polipropileno, policarbonato, polisulfona y polietersulfona. Los componentes menores,
tales como tensioactivos pueden ser agregados al filtro para mejorar la humectabilidad, o

hacer que la membrana del filtro sea hidrofilo o hidrofobo (PDA, 1998).

Que la membrana del filtro sea hidrofoba significa que los poros de la membrana no son
facilmente penetrados por el agua o corrientes acuosas. Que la membrana del filtro sea
hidrofila significa que los poros de ésta sean facilmente penetrables por el agua o fluidos
acuosos. Ademas, si el filtro es hidroéfilo o hidrofobo afecta en gran medida su capacidad de
servir adecuadamente en un determinado proceso. En general, los filtros hidréfilos se
utilizan para los procesos de liquidos de base acuosa vy filtros hidréfobos se utilizan para
aplicaciones de disolvente, de ventilacion y de gas. Existen filtros de poros cuyas
dimensiones aumentan con la presion diferencial (tipicamente los ovillados, fieltros de baja
densidad, placas de celulosa, etc.) y filtros de poros fijos indeformables, en los cuales el

tamafio de las aberturas no aumenta con la presion diferencial (PDA, 1998).

2. Filtros de profundidad:

Estos filtros estan elaborados por un material fibroso (papel, asbesto, o fibra de vidrio)
dispuestos al azar, de manera que dentro de la estructura del filtro se crean vias tortuosas

donde pueden quedar retenidos la mayoria de los contaminantes presentes.

Entre sus ventajas se encuentran su alta capacidad de retencién de particulas sobre su
superficie y a través de toda su estructura y que permiten filtrar grandes volimenes. Sin
embargo, tienen como desventajas que no presentan un tamafio de poro uniforme y existe
la posibilidad de liberacién, hacia el material filtrado, de particulas y microorganismos que
hayan crecido dentro del filtro. Dadas sus caracteristicas los filtros de profundidad se usan
principalmente como pre filtros, ya que permiten eliminar las particulas grandes, pero no la

eliminacién total de microorganismos (Jordan, 1959).



3. Filtros de superficie o filtros de membrana:

Son filtros elaborados generalmente de acetato de celulosa o nitrato de celulosa y
contienen poros de tamafio uniforme. Este tipo de filtro tiene como ventaja que, al conocer
exactamente el tamafio de poro que presentan, se pueden seleccionar filtros capaces de
retener la totalidad de los microorganismos presentes en una solucién. Sin embargo, se

saturan rapidamente y la velocidad de filtracion a través de ellos es lenta (Agalloco, 2003).

Caracterizacion y seleccion de los filtros:

Seleccionar un filtro grado esterilizante requiere considerar muchos puntos importantes,
como lo son los materiales de construccién y la compatibilidad con el producto. La seleccién
también deberia considerar las caracteristicas del proceso, incluido el volumen de producto a
filtrar, el caudal, la presién diferencial, la temperatura y las caracteristicas quimicas del
producto (Lukaszewicz, 1981).

La adecuada seleccion de los filtros mediante la metodologia de filtrabilidad estandarizada,
constituye una de las concepciones técnicas mas importantes. Es importante considerar para

la eleccién del filtro para una dada aplicacion lo siguiente:

1. Configuracion de los filtros

Durante la evaluacion de un filtro, es mejor considerar todas las variables de proceso,

asi como el area de la superficie del filtro y la configuracién puede ser seleccionada. Hay
tres tipos basicos de configuracion de filtros generalmente aceptados para esterilizacion de
productos son, como se muestra en figura 2: membrana plana, capsulas preensambladas,
y cartuchos de membrana ensamblados.
Las membranas planas se han usado por muchos afios. Las membranas individuales en
soportes reutilizables generalmente se consideran adecuadas para la filtracion en pequefia
escala. Ensambles de discos multiples son adecuados para la filtracion de grandes
volumenes. Sin embargo, existen muchas ventajas de trabajar con pequefios cartuchos o
capsulas, que son mas practicas y mas faciles de manejar que las membranas planas.
Operaciones de mediano tamafio tales como el desarrollo de escala piloto o0 manufactura
clinica son buenos candidatos para uso de filtros de capsula desechable y autocontenidos,
mientras que los filtros de cartucho deben considerarse para operaciones o procesos de
mayor escala. La superficie apropiada de area filtrante para una aplicacién particular de
esterilizacién puede ser estimada desde experimentos de laboratorio utilizando membrana
filtrante idéntica (PDA, 1998).
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Desprendimiento de particulas (Extractables):

La contaminacién por particulas del filtro y el proceso debe ser evaluado y
considerado, ya que todos los filtros pueden desprender particulas. El ensayo debe ser
conducido a varios caudales para seleccionar el filtro apropiado y establecer las variables
del proceso (FDA, 1998).

a) Extractables: La USP resalta una serie de ensayos y guias para extractables de

plasticos. Tipicamente, la mayoria de candidatos de filtros pasaran estos ensayos,
pero un numero relativo de candidatos puede proveer informacion valiosa.
Fuentes potenciales de extractables de filtros esterilizantes pueden incluir
surfactantes y agentes de mojado, aditivos usados entre los componentes de
manufactura, residuos de la manufactura, y oligbmeros de materiales de
construccion (PDA, 1998).

Los productores pueden proveer informacion apropiada sobre niveles de
extractables e identidad de sus filtros. Esto puede ayudar a los usuarios a
identificar componentes extractables en el filtrado de sus productos. Los
extractables pueden ser clasificados como téxicos o no toxicos, y debe
demostrarse que son no téxicos. Es la responsabilidad del usuario demostrar que
el producto no contiene niveles objetables de extractables del filtro. Las
condiciones del proceso, incluida la esterilizacion, debe considerarse al llevar a
cabo estudios de extractables (PDA, 1998).

Técnicas analiticas adecuadas para medir niveles y tipos de extractables incluyen
“carga” meétodos analiticos |, tales como residuos no-volatiles y espectroscopia
infrarroja de Fourier (FTIR) aplicada a un extracto sin fraccionamiento, para evitar
posibles pérdidas de analitos desconocidos en la prueba. Técnicas analiticas
adecuadas para préximas mediciones de niveles y tipos de extractables incluyen
cromatografia de gas (GC), cromatografia liquida de alta presién (HPLC),
electroforesis capilar (HPCE) y cromatografia espectrometria de gases (GC-MS).
Segun métodos estandarizados (PDA, 1998).

La mayoria de los fabricantes de filtros evallan extractables usando solvente
estandar (generalmente agua). El usuario del filtro es responsable de obtener
informacién sobre extractables para la formulacion del producto farmacéutico.
Cuando la formulacion del producto excluye el uso de metodologia estandar
analitica, se debe utilizar un modelo adecuado para medir los niveles de
extractables. El modelo debe, sin embargo, exhibir caracteristicas fisicas y
quimicas (PDA, 1998).
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b) Lixiviados: Son componentes que lixivian de materiales de plastico o elastomeros
en presencia del producto bajo condiciones de uso normales. Determinado con el
producto bajo condiciones normales de proceso/ almacenamiento. La evaluacion
de lixiviados comienza con un estudio de extraibles definido. Se identifican y
cuantifican el mayor numero posible de compuestos que migran desde los
sistemas de filtracion a el producto real. Cuando es posible, los lixiviados deben
ser evaluados cuando el paso final en el proceso de produccién es la filtracion
esterilizante antes del llenado. (PDA, 2008)

Compatibilidad quimica

Cuando se considera la compatibilidad quimica, es importante incluir todos los
componentes del sistema filtrante bajo investigacion. Ademas de la membrana, este
incluye materiales de soporte para la membrana, carcasa del cartucho y material del
housing, y anillos usados para sellar el cartucho y housing (Galeano, 2007).

Numerosas posibilidades de interacciones quimicas existen en un sistema filtrante. Los
efectos de estas interacciones deben ser caracterizadas adecuadamente previo a la
seleccion del filtro. Un simple cuadro de compatibilidad quimica a menudo proveera
suficiente informacién para predecir compatibilidades del sistema filtrante (Agalloco, 2003).

Resistencia al estrés térmico

El vapor es uno de los mas utilizados métodos de esterilizacion para filtros. Es
extremadamente importante que la membrana del filtro y estructuras de soporte sean
estables bajo la presién de esterilizacién por vapor, temperatura y condiciones del tiempo
del proceso. Ademas, muchos procesos pueden requerir que el producto se filtre a
elevadas temperaturas. De nuevo, el filtro debe resistir a los rigores del proceso (PDA,

1998).

Resistencia al estrés hidraulico

Durante la filtracion del filtro sufrira diferentes variantes en los requerimientos de
presion. Puede experimentar bajas hasta extremadamente altos diferenciales de presion,
debido a las caracteristicas del proceso del producto. Durante la validacion, el proceso la
presion del proceso debe ser aproximada. Si el filtro sera sujeto a alto estrés hidraulico,
deberia de simularse en la validacién del proceso (PDA, 1998).

Pruebas de reto microbioldgico

El reto bacteriologico tiene dos grandes funciones. El fabricante del filtro lo utiliza para
clasificar los filtros como grado esterilizante si el filtro provee un efluente estéril con un
minimo de 107 células de B. diminuta ATCC 19146/cm? de area efectiva de superficie del
filtro (Agalloco, 2003).
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La prueba del reto microbiologico es requerida también para validar el proceso de filtracion
esterilizante de un producto especifico. La prueba del reto del filtro debe ser llevada a
cabo con el producto o cuando se justifique un adecuado fluido en sustituciéon (Agalloco,
2003).

La mejor manera de evaluar si un filtro de membrana individual puede producir un efluente
estéril es retar al filtro con un ndmero grande de organismos y medir la retencion.
Desafortunadamente, ese es un proceso destructivo que deja el filtro de prueba
contaminado con los organismos de ensayo y posteriormente inutilizable para la filtracion
de producto. Es posible, sin embargo, evaluar la idoneidad de la accion filtrante de un filtro
sometiéndolo a pruebas de integridad no destructivas, las cuales pueden ser
correlacionadas con la retencion microbiana. Segun la FDA un filtro grado esterilizante se
ha definido como un filtro que retiene, 107 UFC de B. diminuta ATCC 19146/cm2 de
superficie efectiva del filtro, bajo condiciones especificas (McBurnie, 2004).

7. Pruebas de integridad fisica

Las pruebas de integridad se requieren para todas las aplicaciones de filtracion
esterilizante. Las pruebas de integridad fisica son basadas en el rango de flujo de gas a
través del filtro humedo con un liquido adecuado, como una funcidon de la presion de
prueba aplicada. Se encuentran disponibles pruebas manuales y autométicas. El método
de prueba elegido y el criterio aceptado debe ser validado y debe ser correlacionado con la
retencion bacteriana (PDA, 1998).

Caracteristicas fisicas y mecanicas:

Se debe de considerar una serie de caracteristicas en la seleccién de los filtros grado
esterilizante. La compatibilidad en el proceso depende principalmente de los materiales de
construccion de la membrana, soportes aguas arriba y aguas abajo del filtro, materiales de
encapsulacion y sellos del cartucho. Ademas de los materiales de construccién hay otra serie
de caracteristicas que deben considerarse en las membranas grado esterilizante, que afectan
la compatibilidad del filtro con la naturaleza del producto en un proceso de manufactura,
factores como elementos extractables que puedan migrar de la membrana hacia el efluente,
absorcion del principio activo sobre la superficie de la membrana y en algunos casos ciclos
multiples de esterilizacién para procesos de manufactura en linea. Es por ello que los filtros
deben ser validados para cada uso previsto, incluyendo el proceso de esterilizacion, caudales
y tiempos de filtracion. Los componentes de fabricacién de los filtros deben cumplir con los
requisitos de compendio aplicables tales como las pruebas de reactividad biolégica USP,
capitulos generales <87> y <88>. Adicional a las caracteristicas de los componentes de

fabricacion existen otras que pueden afectar directamente la eficiencia del sistema en las
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cuales se incluyen: las dimensiones fisicas, configuracion, disefio final de tapa (cartuchos), y
conexiones finales (capsulas) (PDA, 1998).

1. Velocidad de filtracidn y obstruccidn (rendimiento):

Los caudales de los filtros esterilizantes miden la cantidad de fluido que pasa a través
de un area dada, tal como un pie cuadrado de area de un cartucho o capsula en un periodo
de tiempo dado, usualmente un minuto a una presidon dada. Los volimenes del flujo
normalmente son medidos en términos de galones, litros o mililitros. Las caracteristicas del
flujo de un filtro son determinadas por el area de la superficie de la membrana y la
permeabilidad de la membrana. La permeabilidad de la membrana es determinada
principalmente por el total de poros, grosor de la membrana, y, en un menor grado, el
tamafio efectivo del poro (Jordan, 1959).

Existen varias relaciones basicas entre la tasa de flujo y su porosidad, grosor, tamafio de
poro efectivo y el area de superficie. La tasa de flujo es proporcional al area superficial de
su membrana, pero puede ser no lineal. Generalmente, existe una relacion inversa entre el
ancho de la membrana y el flujo. La tasa de flujo tiene una relacion directa con el tamafio
de poro efectivo de la membrana.

El rendimiento o la vida de un filtro esterilizante generalmente esta determinado por la
capacidad de la membrana de retener particulas, y la cantidad de area superficial expuesta
al proceso. Asi como el filtro remueve particulas y bacterias, el flujo empieza a reducirse, a
menos que la presién diferencial aumente. La vida util del filtro esterilizante es medida por
la cantidad de tiempo que el filtro soporta el flujo, antes de un diferencial de presiéon no
aceptable o que ocurra la pérdida de flujo (PDA, 1998).

2. Compatibilidad fluido/filtro

Existen muchas posibles interacciones entre el fluido en un proceso y un filtro
esterilizante. Las consecuencias de estas interacciones pueden manifestarse en una
variedad de cambios medibles. Si el fluido y la membrana son drasticamente
incompatibles, puede darse degradacion fisica de la membrana hasta grandes defectos de
la membrana que reducirian la eficiencia de la filtraciébn y causarian contaminacion de
manera que el filtro derrama particulas aguas abajo (PDA, 1998).

Muchos tipos de polimeros de membrana también pueden expandirse en presencia de
ciertos tipos de quimicos, los cuales pueden afectar ambos fluidos y valores de pruebas de
integridad fisica. Adicional al efecto perjudicial de un flujo reducido a través de la
membrana, cambios en los resultados de integridad fisica pueden causar problemas

acerca de la estructura de la membrana y su habilidad para retener particulas (PDA, 1998).
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Limitaciones fisicas y estructurales

Los filtros son limitados por su fuerza fisica y habilidad de retencién bajo las
condiciones de estrés del proceso. Existen muchos aspectos sobre la presion que deben
ser considerados. Es importante asegurar la presién de entrada al filtro que no haya
deformacion estructural potencial para la estructura de soporte. El diferencial de presion a
través de la membrana debe ser medida para cumplir con los limites recomendados por el
fabricante. La presion diferencial maxima normalmente estd situada en funcion de la
temperatura (Rodriguez, 2010).

Otro aspecto que debe ser considerado es la direccion de la presion aplicada. Los filtros
pueden tener diferentes presiones diferenciales maximas en direcciones de flujo hacia
delante y hacia atras. Estos diferenciales de presion también pueden ser dependientes de
temperatura. Por ejemplo, un limite maximo de diferencial de 75 psi (5 bar) a 25 grados
centigrados en direccidon hacia delante contra un diferencial de 50 psi (3.5 bar) en la
direccion inversa a 25 grados centigrados y un limite maximo de un diferencial de 5 psi en

cualquier direccién a 121 grados centigrados (PDA, 1998).

Validacion de filtros esterilizantes/ retencion bacteriana (método destructivo):

El test de reto bacteriano, usando el método ASTM F838-83 o0 una metodologia

comparable, se lleva a cabo por el fabricante del filtro para clasificar la capacidad de retenciéon

de la membrana. EIl usuario, entonces, demuestra la completa remociéon microbioldgica de

cada producto o familia de productos usando un microorganismo de prueba representativo.

Es importante darse cuenta que estos dos conceptos de test de filtros no son intercambiables

y deben ser validados independientemente. El objetivo de estos es probar que el proceso

productivo genera un efluente estéril (PDA, 1998).

1.

Factores que influyen en la retencién microbiana

Los factores que influyen potencialmente la retencién microbiana incluyen el tipo de
filtro (estructura, polimero base, modificaciones quimicas de la superficie, distribucién del
tamafio de poro, grosor), componentes del fluido (formulacién, surfactantes, aditivos)
propiedades del fluido (p H, viscosidad, osmolaridad, fuerza i6nica), condiciones del
proceso (temperatura, presion diferencial, caudal, tiempo) y las caracteristicas especificas
del bioburden actual del producto (Agalloco, 2003).

Se debe también considerar el potencial de las formulaciones del producto o las
condiciones del proceso que afectan el tamafio de la célula u otros atributos fisiol6gicos o

morfolégicos de los microorganismos, los cuales puedan permitir su paso (Agalloco, 2003).
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Consideraciones para los estudios de validacidn de retencion bacteriana

La validacion del proceso de filtracion esterilizante deberia incluir “el peor caso” usando
un filtro de membrana o instrumento seleccionado. Deberia considerarse lo siguiente
cuando se realice la validacion de la retencion bacteriana del producto en filtros de
membrana:

a) De ser posible, al menos tres lotes de filtros de membrana deberian incluirse en el
estudio de retencion bacteriana en producto. El nimero exacto de filtros y el disefio del
test dependera del proceso.

b) Al menos uno de los lotes de filtros de membrana usados para la validacion de la
retencion bacteriana deberia tener una pre-filtracion, liquido humectante, valores de
test de integridad en o cerca de los limites de las especificaciones del fabricante, otros
parametros del filtro, incluidos grosor, deberian ser representativos de las membranas
tipicas de produccion.

c) Las membranas usadas por fabricantes de filtros de proceso deben reunir o exceder
los valores de test de integridad establecidos durante el test de retencidon bacteriana
con producto.

d) Los valores de test de integridad fisica de las membranas de estudios de validacion de
retencion microbiana deben ser incluidos en el reporte de prueba. La integridad fisica
debe ser determinada antes del reto de prueba, usando agua, producto o cualquier
liquido de prueba que posea especificaciones.

e) Si el organismo de prueba se recupera aguas abajo del filtro después del reto
microbiano, se debe llevar a cabo una investigacion. Si la investigacion confirma la
penetracion del filtro por el organismo de prueba, y el filtro redine sus especificaciones
de prueba, entonces la aplicabilidad de este filtro bajo estas condiciones de proceso
debe de considerarse (Agalloco, 2003).

Criterios de seleccion del organismo de prueba

El reto microbiano deberia ser lo suficientemente pequefio para retar la retencion del
filtro grado esterilizante y simular el microorganismo mas pequefio que pueda aparecer en
la produccién. Un filtro grado esterilizante se define como aquel que retiene un minimo de
10 UFC de P. diminuta/cm? de superficie del filtro (FDA, 1987). La FDA no recomienda
algun protocolo u organismo de reto para validar el proceso de filtracion esterilizante para
un producto dado. La idoneidad de un protocolo de prueba de retencion bacteriana
utilizado para validar procesos de esterilizacién especificos del producto usando filtracién
se considera individualmente.
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Histéricamente, P. diminuta, recientemente reclasificada a Brevundimona diminuta ATCC
19146, ha sido seleccionada como el microorganismo de eleccién para ser usado como
reto. Para usar B. diminuta en el reto debe de confirmarse que su diametro sea de 0.3 -
0.4 um por 0.5-1.0 um en longitud. El tamafio del organismo de prueba debe confirmarse
demostrando su paso a través de una membrana de 0.45 um como un control positivo para
cualquier reto que se lleve a cabo de B. diminuta (FDA, 1998).

Concentracion efectiva del reto

La concentracion del reto microbiano deberia proporcionar un reto uniforme sobre el
tiempo de proceso esperado para producir un nivel de desafio final de al menos 107
UFC/cm? del area de superficie del filtro. Es critico que todos los parametros del proceso
sean considerados en el calculo de la concentracién de desafio, incluyendo el caudal,
tiempo y presién. Concentracion del desafio (UFC/ml) no debe confundirse con nivel de
desafio (UFC/cm?) (Agalloco, 2003).

Nivel del reto

Las membranas clasificadas a 0.45um pueden proveer un efluente estéril con un nivel

de desafio de B. diminuta <107/cm2. Un nivel de desafio 2107/cm? es por lo tanto el

requerimiento minimo para un filtro grado esterilizante (histéricamente, un filtro clasificado
en 0.2um). Este nivel se deriva de las observaciones de Bowman, que la P. diminuta podia
penetrar una membrana clasificada 0.45um a un nivel de desafio >104-108 UFC/cm?, y su
sugerencia para calificar membranas clasificadas de 0.2pm como “grado esterilizante” con
P. diminuta a 107/cm? para asegurar una sensibilidad minimamente suficiente para detectar

poros mas grandes (Fennington, 1997).

Viabilidad del organismo de prueba

La viabilidad del organismo de ensayo se verificara por inoculacion directa en el
producto. Es recomendado que el microorganismo para ensayo de viabilidad se cultivara
de la misma manera que el utilizado para pruebas de desafio, con el fin de preservar sus
caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas, El tiempo de exposicion de la prueba debe ser
igual o superior al tiempo de filtracion del proceso real. Si después de la exposicién no se
observa mas de una reduccién logaritmica en el recuento, la formulacién puede
considerarse no bactericida. Si se observa una reduccion en la concentracion
microbiolégica de méas de un registro, el producto debe considerarse bactericida y se puede

considerar una metodologia de prueba alternativa (Agalloco, 2003).
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7. Procedimiento de prueba y desarrollo de protocolos

Una vez establecida la viabilidad del organismo de ensayo dentro del producto, el
desafio apropiado debe de desarrollarse. Para cualquier procedimiento de prueba
seleccionado, las condiciones de prueba deben simular el proceso de produccion lo mas
cerca posible. Dado que la prueba de desafio generalmente se realiza en un laboratorio, la
metodologia se escala en consecuencia. El caudal puede ser escalado por unidad de area,
expresado en ml/cm? de superficie de filtro. Si la filtracion es regulada por la presion, la

presion de prueba debe ser igual a la presion de procesamiento (PDA, 1998).

8. Interpretacion de resultados

Los retos efectivos de las membranas esterilizantes con B. diminuta o bioburden

nativo deberian lograr niveles totales de al menos 107 UFC/cm? de area efectiva de
filtracion, y demuestran un efluente estéril. Si se excede la capacidad de presion del filtro
antes de alcanzar el reto de 107 UFC/cm?, la prueba deberia darse por terminada y el
desafio total determinado. Los lotes de membrana del fabricante pueden considerarse
suficientes repeticiones para demostrar la repetibilidad. Para ser aceptable como filtro
esterilizante, no se permite ningln paso del organismo en los tres filtros de prueba y los
controles positivos y negativos deben ser validos. Si se encuentra el pasaje y no se puede
determinar la causa asignable, puede ser necesario reevaluar para confirmar la
penetracién (PDA, 1998).
Si se puede determinar una causa asignable para el fallo, es posible volver a probar el lote
sospechoso. Un minimo de tres filtros del lote sospechoso debe ser corrido nuevamente.
Para cumplir con la prueba, no es permisible el paso de ninglin microorganismo de desafio
(PDA, 1998).

9. Bioburden del producto

La carga biologica nativa siempre debe ser identificada, caracterizada y cuantificada,
ya que estos organismos pueden tener el potencial de penetrar filtros de grado
esterilizante. La cuantificacion de Bioburden proporciona una base para el célculo del
desafio real en el proceso de fabricacidon farmacéutico. El calculo de la bio-carga sobre
una base de area se puede realizar. La bio-carga especifica de area B = BV / A, donde B
es el recuento microbiano (UFC/ml), V es el volumen total de la corriente de proceso a ser
filtrada (ml), y A es la superficie total del filtro en cm2. Si el valor de B se aproxima o supera
el valor de desafio validado, existe el riesgo de que se produzca el paso microbiano. Por lo
tanto, B debe mantenerse significativamente por debajo de este limite validado para
minimizar el potencial de producto no estéril. La morfologia de los organismos aislados

también debe ser considerada en la determinacion de un factor de seguridad. El mejor
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medio para controlar este nivel de desafio biologico al filtro es controlando la materia prima,
bioburden y / o proceso (PDA, 1998).

Pruebas de integridad (método de validacion no destructivo)

1. Teoria de pruebas de integridad

El objetivo principal de una prueba de integridad fisica no destructiva es determinar la
presencia de poros de gran tamafio o defectos que comprometen la capacidad de
retenciéon de un filtro dado sin destruir el filtro. Tales procedimientos de prueba deben
correlacionarse con la retencion bacteriana. La prueba de retencion bacteriana es una
prueba destructiva y no se puede utilizar para verificar la integridad de un filtro que se
utilizara en la produccién (Agalloco, 2003).

Las membranas microporosas tipicas usadas para aplicaciones de esterilizacion son
estructuras porosas no fibrosas. Aunqgue los poros son generalmente de forma irregular, su
formacién se caracteriza por un poro dado con una buena distribucién de tamafio. Estos
poros de forma irregular tienen didmetros efectivos. El tamafo eficaz de los poros es una
variable clave en el proceso de retencién. Para que el paso de un contaminante especifico
tenga lugar, debe ser una abertura (poro o defecto) que permita que el contaminante pase
a través del filtro. El Fabricante del filtro debe establecer limites de prueba de integridad
fisica para un determinado tipo de filtro. Las propiedades de flujo de gas de las
membranas de filtro mojadas se pueden evaluar en una gama de presiones. Después
completamente humectando toda la membrana filtrante, se introduce gas en el lado aguas
arriba de la membrana a baja presién. Las fuerzas capilares impiden que el liquido sea
expulsado de los poros (PDA, 1998).

La mayoria de las pruebas de integridad tradicionales se basan en el hecho de que al
humedecer la membrana del filtro con un liquido reduce el flujo de un gas de prueba a
través de él, particularmente a bajas presiones de prueba. Como la presion es aumentada
en el lado aguas arriba del filtro (con el lado aguas abajo abierto a la presion atmosférica),
el gas aguas arriba puede disolverse en el liquido humectante. Dado que so6lo la presién
atmosférica esta aguas abajo del filtro, el gas puede salir de la solucidn porque la presion
del gas es menor aguas abajo. Este gradiente de concentracién de gas, debido a la presién
del gas en el lado aguas arriba, permite la difusion a través de la membrana humedecida.
La difusion aumentara a medida que la presién se incrementa del lado aguas arriba (PDA,
1998).
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Figura 2. Consideraciones para prueba de integridad. (Milipore,2001).

2. Punto de burbuja

La prueba de punto de burbuja se basa en el hecho de que el liquido es sostenido en
los poros del filtro por la tension superficial y las fuerzas capilares. La presién minima
requerida para forzar liquido fuera de los poros es una medida del didametro de poro
(Millipore, 1999).

Esta prueba permite relacionar el tamafio de poro con la presion a la que aparece el primer
burbujeo continuo. Esta presion obedece una formula donde influyen la presién y el tamafio
del poro, la tensién superficial y el angulo de contacto del menisco liquido que depende de

la naturaleza del material filtrante, asi como del liquido (Covo, 2010).

El punto de burbuja indica la magnitud de las fuerzas que retienen el liquido en la

estructura del filtro. Puede describirse con la siguiente ecuacion:

__ 4k-gcosf

pb n

Donde:

k= factor de correccion

P1

Aire

—p
o=tension superficial —_
—_—

B©=angulo de contacto

d=diametro del poro

Figura 3. Punto de Burbuja (Fennington,1997)
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3. Flujo difusivo

A presiones de gas diferenciales por debajo del punto de burbuja, las moléculas de
gas migran a través de los poros llenos de agua de una membrana himeda siguiendo la
Ley de Difusion de Fick (FDA, 2011)

Esta ley enuncia que el flujo difusivo que atraviesa una superficie es directamente
proporcional al gradiente de concentracion (Universidad Complutense de Madrid, 2007). La
tasa de flujo de difusion de gas para un filtro es proporcional a la presion diferencial y a al
area de superficie total del filtro. A una presion aproximadamente 80% del punto de burbuja
minimo, el gas que se difunde en la membrana es medido para determinar la integridad del
filtro (Millipore, 2001).

g. Validacion Retrospectiva de Proceso:

1. Aspectos Favorables y Desfavorables de la Validacién

La validacion retrospectiva de proceso se basa en la recopilacion de datos historicos
de un producto farmacéutico, a partir de los cuales se obtiene documentacion util para la
determinacion de la reproducibilidad de dicho proceso. Por esto, para la obtencién de
informacién no es necesario aplicar ensayos analiticos, ni tampoco se requiere de una
supervision del proceso en forma explicita, lo que la hace una metodologia econémica en
comparacién con otros tipos de validaciéon. En la industria farmacéutica existen muchos
productos que han sido fabricados por largo tiempo sin presentar problemas de
manufactura, analisis u otro. Sin embargo, en la actualidad se exige que esa calidad
demostrada en el tiempo sea documentada de manera adecuada. Para estos productos, la
validacion retrospectiva de sus procesos de manufactura ofrece una excelente alternativa
para asegurar la entrega de la misma calidad en el futuro si se mantienen invariables las
etapas del proceso validado. Por otra parte, dentro de los aspectos desfavorables que
pudiese encontrar esta metodologia de trabajo estan los inconvenientes en la recoleccion
de datos, puesto que existen empresas que no cuentan con sistemas automatizados que
permitan una rapida recopilacion de éstos, haciendo larga y engorrosa esta tarea. El
trabajar con datos acumulados en el tiempo que contienen el registro de mediciones
obtenidas por distintos operarios, da la posibilidad de que esos datos tengan un cierto
grado de error, sumado a la variabilidad intrinseca de las mediciones y a la veracidad de
estos registros, podrian restarle veracidad de los resultados finales del estudio. A pesar de
presentar algunos inconvenientes, esta metodologia de trabajo esta siendo considerada

como una gran alternativa para la optimizacion de la calidad (Gonzales, 2005).
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2. Criterios y Requisitos para la Validacion Retrospectiva:

No todos los procesos son aptos para ser validados en forma retrospectiva, por esto

se debe elegir los productos cuyos procesos cumplan con ciertas caracteristicas:

a)
b)

c)

d)

f)

)

h)

Productos que no han sido sometidos a validacion de ningan tipo anteriormente.
Productos que se sigan fabricando en la actualidad, independientemente de su
frecuencia.

Productos de los cuales exista un registro de su manufactura. Se recomienda que
sean 20 los lotes producidos en forma consecutiva los que sean sometidos a
estudio, ya que es un nUmero que permite tener conclusiones estadisticas
confiables.

Los lotes deben ser del mismo tamafio, haber sido fabricados bajo el mismo
procedimiento de manufactura, se debe haber utilizado los mismos equipos, y de
existir algiin cambio, éste no debe ser significativo, es decir, deben tener una
manufactura constante a lo largo del tiempo.

Los equipos utilizados tanto en la manufactura como en los controles del producto
deben estar calificados.

El personal involucrado en la manufactura y en el control del producto debe estar
debidamente capacitado y poseer experiencia en el procedimiento que ejecuta.
Todos los lotes del producto deben haber sido analizados por la misma metodologia
analitica, la que debe estar validada.

Los productos deben ser de interés comercial para el Laboratorio, es decir, tener una
alta rotacion y continuidad de fabricacion en un futuro préximo.

En los procesos que involucran productos estériles, la validacion retrospectiva no
relne las caracteristicas para validar el total del proceso, ya que deben validarse
diferentes componentes, sin embargo, el proceso de fabricacién puede ser validado
remitiéndose a la reproducibilidad de las caracteristicas fisicoquimicas del producto y

a la valoracion del principio activo (Feigenbaum, 1986).
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V. JUSTIFICACION

Se validara el proceso de filtracion esterilizante con proposito del cumplimiento normativo para
liquidos parenterales de bajo volumen, el cual regula que todos los procesos de esterilizacion
deben ser validados:
iv.  OMS-Serie de informes Técnicos 823, 32 Informe
numeral 17.54: “Todos los procedimientos de esterilizacion deben ser validados”.
b. Numeral 17.55: “Antes de probar un método de esterilizacién, debe demostrarse que es
adecuado para el producto en cuestion y que es eficaz para alcanzar los niveles de

esterilizacion deseados en todas las partes de cada tipo de carga a ser procesada”.

e Cadigo de Regulaciones Federales 211.65
El equipo debe construirse de manera tal que las superficies de contacto con los componentes
materiales en proceso, o los farmacos no sean reactivas, aditivas, adsortivas de modo que
puedan alterar la seguridad, identidad, fuerza, calidad o pureza de farmacos mas alla de los

requisitos oficiales u otros establecidos.

v. PDA-Reporte técnico No. 26
Recomienda que el productor farmacéutico lleve a cabo la validacion con producto que incluye:
a) Establecer metodologia de prueba de integridad y demostrar la integridad del filtro
esterilizante.
b) Llevar a cabo un estudio de retencién microbiol6gica.
¢) Llevar una correlacion entre la retencién microbiolégica y el método de test de integridad.

d) Llevar a cabo pruebas de extractables
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V. OBJETIVOS

a. Generales:
Desarrollar el plan maestro de validacion del proceso de filtracion esterilizante para el
producto seleccionado como peor caso de una linea de produccién de medicamentos parenterales

de bajo volumen.

b. Especificos:
1. Realizar la calificaciéon del desempefio de la membrana filtrante mediante pruebas de
eficiencia microbiolégica (método destructivo) y pruebas de integridad (método no

destructivo)

2. Evidenciar que el proceso de filtracién esterilizante no tiene impacto sobre la calidad
fisicoquimica del producto farmacéutico.

3. Establecer los criterios de cumplimiento para el mantenimiento del estado validado del
proceso de filtracion esterilizante.



V1. HIPOTESIS

El presente estudio no lleva hipétesis de investigacion.
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VII. MATERIALES Y METODOS

a. Universo de Trabajo:

Soluciones parenterales liquidas de bajo volumen conteniendo Dipirona Magnésica 2g/5mL, en
cuyo proceso de fabricacién incluye la filtracion esterilizante como método de esterilizacion,
utilizando membrana de filtracion con un tamafio de poro de 0.2um utlizada en la industria

farmacéutica.

b. Muestra:
i. Seleccién de un producto que cumple con las caracteristicas de peor caso.

ii. Muestra para andlisis retrospectivo: 20 lotes productivos del producto definido como peor
caso de un tamaiio de lote de 150L.

iii. Muestra para andlisis Microbiolégico: 3 lotes experimentales de producto definido como peor

caso.

c. Materiales:

1. Equipos:
a) Equipo de Computo
b) Impresora con tinta
¢) Equipo para pruebas de integridad Pall-tronic
d) Cabina de Bioseguridad
e) Tanque pulmon de filtracion
f) Autoclave
g) Incubadora
h) Turbidimetro
i) Potenciémetro

2. Reactivos:
a) Nitrogeno grado industrial
b) CEPA: microorganismo de prueba: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
c) Dipirona Magnésica
d) Tiosulfato de Sodio
e) Alcohol etilico al 70% v/v
f) Agua para inyecciéon USP

3. Instrumentos:
a) Filtros grado esterilizante tipo capsula de 5 pulgadas de profundidad suporlife®
b) Mangueras de silicona

c) Conexiones triclam
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d) Vial de vidrio estéril y apirbgeno
e) Tapon estéril

f) Agrafe estéril

g) Selladora manual

. Cristaleria y equipo de laboratorio:

a) Tubos de ensayo
b) Balon aforado
c) Pipeta
d) Bureta
e) Espatula de acero inoxidable 316L
f) Recipiente de acero inoxidable 316L
g) Pinzas estériles
h) Soporte universal
i) Pinzas de soporte universal
j) Guantes de nitrilo estériles
k) Papel crepado
Métodos:

La validacion se llevéd a cabo bajo la comprobacion de los siguientes enunciados:

PLAN MAESTRO DE VALIDACION

| « Demostrar: Que | | s Demostrar: Que el
los parametros filtro no remueve
fisicos y quimicos componentes del
no afectan el filtro producto.

Analisis
retrospectivo de
adsorcién del
activo sobre la
superficie del
filtro

Estudios de
Filtrabilidad

Ensayo de

retencién
microbiolégica, Ensayos de
P — pruebas de integridad —

esterilidad y

endotoxina.
» Demostrar: Que el

producto no afecta
retencion
microbiolégica

» Demostrar: Que el
producto no afecta
integridad del

filtro

J

Figura No. 5. Requerimientos Plan Maestro de Validacion. EUDRALEX, (2003).

J

1. Los parametros fisicos y quimicos del proceso y producto no afectan el filtro:

Los requerimientos regulatorios recomiendan que: “Antes de la adopcién de un

proceso de esterilizacion, su seguridad para el producto y su eficacia deben ser
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demostrados por medios fisicos e indicadores biologicos”. EUDRALEX, (2003). El
presente trabajo de investigacion parte de los resultados de calificacion de la
membrana filtrante reportados en la tesis “Estudio de Filtrabilidad a Presion Constante
para la Seleccién de Filtros en un Area de Producciéon de Férmulas Farmacéuticas
Estériles de Bajo Volumen” , desarrollada como antecedente al presente protocolo de
tesis en el laboratorio fabricante, en dicho estudio se definié a través de la prueba de
filtrabilidad los medios filtrantes para una solucidon acuosa; concluyendo que: los
parametros de pH, presion constante, densidad del producto a filtrar y el area efectiva
filtrante son determinantes para la adecuada seleccidon de un sistema de filtracion,
permitiendo establecer la profundidad necesaria del filtro que garantice mayor caudal
de filtracién y menor tiempo de contacto del producto con la membrana filtrante. Los
niveles bajos de saturacion de la membrana seleccionada facilitan presion constante y
menores tiempos de filtracién, lo que elimina el riesgo de desprendimiento de
extractables del material de construccion de la membrana, evitando lixiviables en el
efluente. La calificacion de la membrana se realiz6 sobre tres lineas de proceso
denominadas como peor caso: 1. Solucién sobresaturada; 2. Solucién verdadera; 3.
Solucion semi-acuosa. Los resultados del estudio se tomaron y se extrapolaron al
universo de trabajo. En la investigacion inicial realizada en las instalaciones de
produccion, se evidencio que se desarrollaron los procedimientos estandar de
operacion para la seleccion del filtro por producto, y se establecieron las
especificaciones del medio filtrante que permiten optimizar su utilizacién en el area de
produccion estéril de bajo volumen. En funciéon que los resultados de seleccion de
membrana fueron extrapolados al universo de productos, incluyendo el producto
seleccionado como peor caso para la presente investigacion, se realizé la revision de
la reproducibilidad de los resultados de los siguientes parametros: pH, presion
constante de filtracién, densidad; en 20 lotes de producto manufacturado. Con dicha
revision se busco describir que la naturaleza del producto no afecta la aptitud de la
membrana, siendo esta apta para el proceso, manteniendo estable las condiciones de
operacion segun el estudio preliminar de compatibilidad.

2. Elfiltro no afecta el producto:

La recomendacion regulatoria indica: “Los equipos en produccién no deben
presentar riesgos sobre los productos. Las partes de los equipos que estan en
contacto con el producto no deben reaccionar, adicionar o adsorber componentes
que puedan afectar la calidad del producto y generar riesgo EUDRALEX, (2003).
Esto se verificd a través de un analisis estadistico retrospectivo de la concentracion

del activo en 20 lotes manufacturados del producto definido como peor caso
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utilizando como metodologia de esterilizacion la filtracion con filtro 0.22 micras. De
esta manera se buscé identificar si existe adsorcidn del activo en la superficie del
filtro durante el proceso de filtracion y si la misma es significativa.

3. El producto no afecta la retencion Microbioldgica;

La recomendacion regulatoria indica: “Un filtro esterilizante debe ser validado
para reproducir la retencion microbiolégica del proceso de produccion generando un
filtrado estéril” (FDA, 2011). También indica que: “Se debe proveer informacion y datos
concernientes a la validacion de la retencidon microbiolégica y la compatibilidad del
filtro con un producto en especifico” (FDA, 2011). Esto se comprobé a través de la
realizacion de ensayo de retenciébn microbiolégica por triplicado (tres lotes
experimentales), para lo cual se describe a continuacion la metodologia utilizada:

a) La cepa de eleccién se sometid a ensayo de viabilidad para verificar que
una vez inoculada en el producto, el producto no inhibe el crecimiento de la
cepa de prueba pudiendo generar un sesgo en la investigacion.

b) Una vez verificada la viabilidad de la cepa, se fabrico un volumen de
producto en condiciones de laboratorio, el cual se inocul6 con la cepa de
prueba.

c) El producto inoculado se someti6 a proceso de filtracién esterilizante en
condiciones controladas, se envasé y sell6.

d) Se envié a andlisis de esterilidad y endotoxina para determinar ausencia o
presencia de la cepa inoculada en el producto envasado.

4. Pruebas de Integridad:

Respecto a las pruebas de integridad, la regulacion dice: “La integridad del filtro
esterilizante debe ser verificada antes de sur y debe ser verificada inmediatamente
después su uso, utilizando un método apropiado como punto de burbuja, flujo difusivo
0 mantenimiento de presion” EUDRALEX, (2003). En base a lo anterior, se llevé a
cabo prueba de punto de burbuja o en su defecto flujo difusivo para garantizar la

integridad del filtro antes, durante y después de su uso,

Modelo Estadistico:

1. El analisis para demostrar que los parametros fisicos y quimicos del proceso y
producto no afectan el filtro, el reto microbiol6gico y los ensayos de integridad se
efectuaron mediante estadistica descriptiva, los datos se presentan mediante tablas y
gréficos o cartas de control.

2. Para determinar si el filtro afecta a el producto de manera adversa, adsorbiendo el

producto sobre la superficie del filtro, se realizé un andlisis retrospectivo de la variable
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critica de concentracion del principio activo en el producto terminado, se entiende por

variable critica aquella que es fundamental para las caracteristicas finales del

producto, la medicién del principio activo (variable critica) ha sido de eleccion en el

presente estudio por la importancia que reviste en la calidad y posterior efecto

farmacolégico que producird en el medicamento (Feigenbaum, 1986). Esto se

determind utilizando como estadistica matematica el siguiente analisis numérico:

a)

b)

Media (W1): Se define como un valor representativo de una serie de
mediciones de un parametro determinado. Estas mediciones deben ser
tomadas bajo las mismas condiciones de modo tal que el valor resultante
represente en forma objetiva dicho parametro. Este concepto sefiala la
tendencia de centralizacion de los datos con respecto al valor nominal de
la especificacion. Numéricamente se obtiene el cociente entre la
sumatoria de todos los valores de la serie, y el nimero total de

mediciones, es decir:

n=22x donde x = valor de cada medicion de la serie, y
n n = numero de mediciones.

Existe una diferencia conceptual entre la media de la muestra ( X )y la
media de la poblacion (u), basada principalmente en la cantidad de
mediciones realizadas, las cuales en la practica tienden a despreciarse.
En este estudio se analizara la media del parametro de concentracién del
activo en el producto final, calculada a partir de un nimero que permite
trabajar con el concepto de media de la poblacional (n=20). Este valor
sera de utilidad al momento de analizar el CEP (Montgomery,1991).

Desviacion Estandar (0): Es una medida de la dispersion de una serie de
mediciones de un determinado parametro, esto significa que nos da la
idea de la variacién entre cada valor y la media. Tanto este concepto
como el concepto de media, se visualizan mejor cuando se presentan los
datos en forma de una Distribucién de Frecuencia, es decir, ordenados
por clase segun su magnitud. La representacion grafica de esta
distribucion de frecuencia se le llama Histograma. Numéricamente, la
desviacion estandar se obtiene de la raiz cuadrada de la sumatoria de los
cuadrados de la diferencia entre cada valor de la serie y su media,

dividido por el nimero total de mediciones menos 1, es decir:
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o=
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(p—x)2

n-1

También existe una diferencia conceptual entre la Desviacion Estandar de

la Muestra (s) y Desviacién Estandar de la Poblacion (o). En el presente

estudio se utilizara la desviacion estandar para determinar la variabilidad

del proceso, ademas de establecer los limites de control que evaluaran el

proceso (Montgomery,1991).

Estudio de Capacidad: Se realizara para determinar la reproducibilidad del

proceso en forma consistente. Se basa en el célculo de distintos indices

los cuales ocupan la informacién entregada por los valores de media y

desviacién estandar.

indice de Capacidad del Proceso (Cp): Establece una relacion
entre los limites de especificacion (LES y LEI) y la variabilidad del
proceso, sin embargo, no sefiala si el proceso cumple con esas
especificaciones, ya que no se refiere al valor medio de éste. Se
puede establecer el indice de Capacidad del Proceso Superior
(Cps) e inferior (Cpi), para casos en que se cuenta sélo con un
limite de especificacion, para estos casos, los criterios de
aceptacion son distintos a los procesos que cuentan con 2
especificaciones.

Cp = (LES- LEl)/ 6o

Cps=(LES —p)/3c

Cpi=(p — LEI) /30

LES = Limite de Especificacion Superior

LEI = Limite de Especificacion Inferior
indice de Rendimiento o Capacidad Real (Cpk): Es una
modificacion del Cp, con el fin de evaluar la ubicacion de la media

con respecto a los limites de especificacion.
Cpk =MC/30
donde MC es el valor mis pequefio entre (LES-pn) y (n —LEI)

Si la media del proceso corresponde al valor nominal de la
especificacion, Cpk es igual a Cp, es decir, el proceso se
encuentra completamente centrado, de lo contrario, siempre sera

menor. El problema que surge a partir de este indice es la
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cuantificaciéon de la centralizacion, ya que es un indice estricto y
s6lo indica si la media del proceso esta centrada o no. Se debe
recalcar que un proceso no centrado, no necesariamente esta
fuera de especificaciones.

iii. indice de Taguchi (Cpm): este indice cuantifica la magnitud de la
variabilidad del proceso con respecto a la media, para asi tratar
de reducirlo alrededor de su valor nominal (Gutiérrez,1997).
Cpm=(LES-LEl)/61
donde ©* =" + (u— valor nominal)* . En este caso, t corresponde a un factor de correccion que
considera tanto la variabilidad del proceso, como también su centralizacion.

En términos generales, se puede mencionar los valores adecuados de
estos indices en la siguiente tabla:

VALOR INDICE CONDICION

Cp>1,33 Adecuado

I<Cp<133 Adecuado, pero requiere de un control estricto

0,67<Cp<1 No adecuado, requiere un analisis del proceso

Cp <0.67 No adecuado, requiere modificaciones

Cpk=Cp El proceso esta centrado

Cpk <Cp El proceso no esta centrado

Cpm > 1,33 La media del proceso estd dentro de la quinta
parte media de las especificaciones

Cpm > 1,0 La media del proceso esta dentro de la tercera
parte media de las especificaciones

Figura No. 6. Resumen de indices de Capacidad del Proceso. (Gutiérrez,1997).
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VIII. RESULTADOS

a. Evaluacién de la Compatibilidad de los parametros fisicos y quimicos

Gréafica No. 1. Evaluaciéon del Parametro de pH Versus Especificacion Membrana
Filtrante

En la grafica No. 1 se describe el comportamiento del pH, medido en 20 lotes productivos del
producto denominado como peor caso Dipirona 5¢g/3mL. El pH medido durante el proceso
muestra que dicho parametro se encuentra dentro del espectro de pH recomendado por el
fabricante de la membrana filtrante polietersulfona. En el Anexo No. 1 “Protocolo da Validacién
del Proceso de Filtracion Esterilizante, en el registro de validacién 02-00 Estandarizaciéon de

parametros de operacion y tiempos de filtracion” se adjunta evidencia de registros tomados.

Grafica de Evaluacion de pH
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Grafica No. 2. Evaluacion del parametro de pH versus especificaciones de proceso
En la grafica No. 2 se observa que al evaluar el comportamiento del pH en 20 muestras se
tiene poca dispersion con una media de 6.871 y una desviacién estandar de 0.030. Asi mismo

de observa una campana de Gauss esbelta.
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LEI LES
Procesar datos
LEI 6
Objetivo *
LES 7.3
Media de la muestra 6.871
Namero de muestra 20

Desv.Est. (Largo plazo) 0.0302446
Desv.Est. (Corto plazo) 0.0256626

Al

612 630 648 6.66 6.84 7.02 7.20

Fuente: datos experimentales

Gréfica No. 3: Evaluacion del Parametro de Presion de Filtracion

En la gréafica No. 3 se describe el comportamiento de la variable Presion de filtracion, medido a
20 lotes productivos del producto denominado como peor caso Dipirona 5g/3mL, evidenciando
gue se mantuvo una presion constante y que la misma no supera los rangos de presién
recomendados por el fabricante de la membrana filtrante polietersulfona. En el Anexo No. 1
“Protocolo de Validacion del Proceso de Filtracion Esterilizante, registro de validacion 02-00,
estandarizacién de parametros de operacion y tiempos de filtracion” se adjunta evidencia de

registros tomados.
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Gréfica No. 4: Evaluacion del Parametro de Temperatura de Filtracion:

En la gréfica No. 4 se muestra el comportamiento de la temperatura de filtracién, medido a 20
lotes productivos del producto denominado como peor caso Dipirona 5g/3mL, evidenciando
que se cumple con parametro de temperatura requerido para mejorar el flujo de la solucién, la
cual se caracteriza por ser una solucién sobresaturada, asi mismo se denota que no supera el
limite de temperatura maxima recomendada por el fabricante de la membrana polietersulfona.
En el Anexo No. 1 “Protocolo de Validaciéon del Proceso de Filtracion Esterilizante, registro de
validacion 02-00, estandarizacion de parametros de operacion y tiempos de filtracion” se

adjunta evidencia de registros tomados.
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Fuente: Datos experimentales

Grafica No. 5: Evaluacion del Caudal de Filtracion

En la Gréfica No. 5 se observa el comportamiento del caudal de filtracion de 20 lotes
productivos del producto denominado como peor caso, Dipirona 3g/5mL, El caudal relaciona el
tiempo de filtracién y el volumen filtrado, se observa un caudal minimo de 3.5Litros/minuto y un
caudal maximo de 3.9 Litros/minuto. En el Anexo No. 1 “Protocolo de Validacion del Proceso
de Filtracion Esterilizante, registro de validacion 02-00, estandarizacion de parametros de

operacion y tiempos de filtracion” se adjunta evidencia de registros tomados.
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Evaluacion del Caudal de Filtracion
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Fuente: Datos experimentales.

b. Anadlisis de la Adsorcién del Activo:

Grafica No. 6: Prueba de Normalidad de los Datos

En la Grafica No.6 se puede observar que los datos generan una distribucion Normal, ya que el
valor P (0.067) es mayor que el nivel de significancia 0.05 lo cual quiere decir que los datos
generan una distribucién normal, dicho resultado es la base del estudio de capacidad del
proceso para una distribucion normal. En el Anexo No. 1 “Protocolo de Validacion del Proceso
de Filtracion Esterilizante, registro de validacién 03-00, Cuantificacion del principio activo en el

producto terminado” se adjunta evidencia de registros tomados.
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Grafica de probabilidad de % Concentracion del Activo
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Fuente: Datos experimentales.

Gréfica a No. 7. Anélisis de Capacidad del Proceso

En la grafica No. 7 se puede observar la evaluacion de la variable critica “concentraciéon de
principio activo en el producto terminado” para una muestra de 20 lotes, se presentan limites de
especificacion entre 90-110% con un valor objetivo del 100%, para los datos se tiene una media
de 99.135 con una desviacion estandar de 1.0951 a largo plazo y 0.96118 a corto plazo.
También se observa la capacidad a largo plazo con un valor de Pp de 3.04, Ppk de 2.78 y Cpm
de 2.36, asi como la capacidad a corto plazo con un Cp de 3.47 y un Cpk de 3.17.

Los valores indican que el proceso es capaz, ya que el Cp y Pp son mayor a 1.33, lo cual es
indicativo que el proceso de filtracion esterilizante es reproducible lote a lote. También se
muestran las partes por millén de oportunidades o probabilidades de encontrar un defecto por
fuera de las especificaciones tanto superior como inferior, indicando que no se esperan defectos
a largo ni a corto plazo, estos defectos estan asociados a posibles efectos de adsorcion del
principio activo sobre la membrana filtrante. La campana de gauss es esbelta e indica poca
dispersion de los datos. En el Anexo No. 1 “Protocolo de Validacion del Proceso de Filtracion
Esterilizante, registro de validacion 03-00, Cuantificacion del principio activo en el producto

terminado” se adjunta evidencia de registros tomados.
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Informe de capacidad del proceso de % Concentracion Del Activo

LEI Objetivo LES
Procesar datos Largo plazo
LEI 90 [ | (N S, Corto plazo
Objetivo 100 -
LES 10 Capacidad largo plazo
Media de la muestra 99.135 Pp 3.04
Ndmero de muestra 20 PPL 278
Desv.Est. (Largo plazo) 10951 PPU 331
Desv.Est. (Corto plazo) 0.96118 Fil Ppk 278
s Cpm 236
'f Capacidad corto plazo
Cp 347
CPL 3717
CPU 377
| Cpk 317

90 93 99 105 108

Rendimiento
Esperado Largo Esperado Corto

Observado plazo plazo
PPM < LEI 0.00 0.00 0.00
PPM > LES 0.00 0.00 0.00
PPM Total 0.00 0.00 0.00

Fuente: Datos experimentales.

c. Andlisis de Retencién Microbiolégica y Pruebas de Integridad

Tabla No. 1. Prueba de Viabilidad

En la tabla No. 1 se presenta resumen de inoculacion de cepa endémica de planta del
organismo Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 en el producto de estudio para la
evaluacion de la viabilidad del mismo en el producto, evidenciando que no se presenta mas de
una reduccién logaritmica en su recuento tras 24 horas de exposicién, superando el tiempo de
filtracidn, lo cual indica que la cepa es viable para la prueba.



Tipo de Inoculacién:
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Directa

Cepa
Medio de Inoculacidn:

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Formulacion Dipirona 5g/2mL

Tiempo de exposicidn del organismo: | 24 horas

Tiempo de filtracion peor caso: 6 horas
Reduccién logaritmica del recuento: No se observa mds de una reduccién
Conclusion: La formulacidn se considera no bactericida

Fuente: Datos experimentales.

Tabla No.2. Evaluacién de Lotes Piloto para Retencién Microbioldgica

En la tabla No. 2 se observa que posterior a la filtracion del producto inoculado con el

microorganismo de prueba a presion constante se tiene un efluente estéril de conformidad con

la prueba de integridad del flujo difusivo y especificacion de endotoxinas. En el Anexo No. 1

“Protocolo de Validacion del Proceso de Filtracion Esterilizante, registro de validacién 04-00,

Retenciéon Microbioldgica” se adjunta evidencia de registros tomados.

Caracteristica a Evaluar Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Concentracion inoculada del | 107 UFC/cm?del area de | 107 UFC/cm?del areade | 107 UFC/cm2del area
organismo de prueba superficie del filtro superficie del filtro de superficie del filtro
Caudal de filtracion 3.6Litros/minuto 3.7Litros/minuto 3.9Litros/minuto
Presion de filtracion 30 psi 30 psi 30 psi
Esterilidad del efluente Estéril Estéril Estéril
qujo difusivo (especificacién) 4.40 mililitros/minuto 4.40 mililitros/minuto 4.40 mililitros/minuto
Punto de burbuja: No cumple No cumple No cumple
Resultado Prueba de 3.30 mililitros/minuto 2.48 mililitros/minuto 3.47 mililitros/minuto
Integridad
Endotoxina <0.25 UE/mg <0.25 UE/mg <0.25 UE/mg

Fuente: Datos experimentales
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IX. DISCUSION

La validacion se define como el establecimiento de pruebas documentales que aportan un alto
grado de seguridad de que un proceso planificado se efectuara uniformemente en conformidad
con los resultados previstos especificados. Una vez que el sistema o proceso se ha validado,
cabe prever que permanezca bajo control, si y solo si, los criterios de operacion bajo los cuales
se validé el proceso permanezcan sin desviaciones. Si se producen modificaciones o surgen
problemas, 0 si un equipo se sustituye o se cambia de ubicacion, habrd que efectuar la
revalidacion (OMS, 1998).

La presente investigacién parte de la evaluacién del cumplimiento de la validaciéon de los
sistemas criticos como base de la potencialidad de que el presente proceso de operacién, sea
candidato viable a validar. Ya que, de no cumplir con alguno de los criterios, el presente
proceso no puede ser validado. Se consideran sistemas criticos aquellos que tienen impacto
directo en los procesos y productos (Norma oficial Mexicana NOM-59), como lo son, sistema
de aire acondicionado (HVAC), que asegura el procesamiento del aire ambiental hasta llevarlo
a calidad farmacéutica con las condiciones requeridas en las areas de fabricacién controlando:
concentracién de particulas, temperatura, humedad y presion diferencial; el sistema de agua
para uso farmacéutico, este sistema genera agua de calidad farmacéutica a partir de agua
potable, el sistema se compone de 2 elementos principales, el sistema de generacién donde
ocurre todo el tratamiento del agua, eliminacion de CO2 vy silice, particulas solidas
suspendidas, remocion de la dureza y cloro, remocion de iones y microorganismos y el sistema
de distribucion que alimenta los puntos de uso a través de un loop que esta siempre en
movimiento y de material adecuado; sistema de aire comprimido, es un sistema que genera
aire comprimido que cumple con la norma ISO-8573, para particulas, agua y aceite. Ver tabla
No. 4 del protocolo de validacién “Requisitos de Sistemas, Areas, Equipos, Instrumentos y

Materiales Para la Validacién”.

El desarrollo de la presente validacion del proceso de filtracién esterilizante, obedece a que,
como metodologia de esterilizacién, las normativas requieren tres elementos para asegurar la
calidad de un filtro esterilizante. EI primer elemento, es el uso de filtros validados por el
proveedor; el segundo elemento, son los ensayos de integridad con resultados consistentes
generados en la validacion, y el tercer elemento, es la validacion del filtro con ensayos que

simulan el proceso real de manufactura (Rodriguez, 2010).

En el desarrollo del primer criterio de aceptacion de la presente validacion definido en la tabla
No. 1 “Evaluacion de la compatibilidad de la membrana” inciso 1.1 del protocolo de validacién

basado en la tesis de pregrado “Estudio de Filtrabilidad a presion constante para la Seleccion
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de filtros en un area de produccién de férmulas farmacéuticas estériles de bajo volumen”
donde de acuerdo a los resultados obtenidos en dicha tesis quedo seleccionado el filtro grado
esterilizante 0.2 micras absolutas, membrana de polietersulfona para soluciones 100%
acuosas, la cual fue seleccionada para la filtracion del producto de estudio, dicha membrana se
encuentra certificada por el proveedor y cuenta con un area efectiva de filtracion de 0.15m?,
una capacidad total de retencidon de 1.5X101° UFC, puede ser utilizada con soluciones que
presenten un rango de pH entre 1-14, un rango de temperatura de entre 15 y 60 grados
centigrados de acuerdo a la presion de filtracion que puede ir de 0 a 75 psi. En la tabla No. 2
“Especificaciones de la membrana filtrante” del protocolo de validacién se describen las

caracteristicas de la membrana.

Asi mismo, se llevd a cabo la seleccion del producto denominado como peor caso, una
solucién sobresaturada de Dipirona Magnésica con una concentracion de 2g/smL. En la Tabla
No. 3 “Especificaciones de producto denominado como peor caso” del protocolo de validacién

se describen las caracteristicas de la membrana.

Para la evaluacion de la compatibilidad de la membrana, partiendo de la seleccion del filtro con
membrana polietersulfona y del producto a filtrar denominado como peor caso, solucion
sobresaturada de Dipirona 2g/5mL, se analizé el comportamiento de la variable de pH en 20
lotes productivos, en donde se observo que el pH del producto se encuentra dentro de los
limites especificados para la membrana filtrante, ver grafica No. 1 de resultados “Evaluacion
del Parametro de pH versus Especificaciones de membrana”, asi mismo se analiz6 el
comportamiento del pH de acuerdo a las especificaciones de proceso de manufactura y se
observa que el proceso se encuentra controlado con una media de medicion de pH de 6.87 y
una desviacién estandar de 0.030, mostrando un comportamiento con poca dispersion y una
campana gaussiana esbelta. Ver gréfica No. 2 de resultados “Evaluacién de parametro de pH

versus especificaciones de proceso.

Asi mismo se realiz6 el andlisis de la variable de Presion de Filtracion, encontrandose un
comportamiento estable en los 20 lotes analizados, con una medicion de 30 PSI, dicha presién
constante no supera los rangos de presién recomendados por el fabricante de la membrana
como se puede observar en la Gréafica No. 3 de resultados “Evaluacion del parametro de

presién de filtracion.

En cuanto al analisis de la variable temperatura, se observa en la grafica No. 4 de resultados
“Evaluacion del parametro de temperatura de filtraciéon” que durante la fabricacion de los 20
lotes de muestra se mantuvo una temperatura constante de trabajo de 40 grados centigrados,

temperatura a la cual se reportaron tiempos de filtracion eficientes con caudales de entre 3.5y
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3.9 litros por minuto, con lo que se satisface el tiempo productivo necesario para la filtracion
favorecida por la temperatura aplicada al producto denominado como peor caso por su
caracteristica de sobresaturacion y por ende muestra mayor resistencia al paso por la
membrana filtrante, la capacidad de una sustancia para disolverse en otra se llama solubilidad.
Se considera que una disolucién esta saturada cuando no admite mas soluto, por lo cual el
sobrante se deposita en el fondo del recipiente, cuando se calienta una disolucién saturada,
esta disuelve mas soluto que a temperatura ambiente; por lo mismo, se obtiene una disolucion
sobresaturada. Esto ocurre porque el aumento de temperatura hace que el espacio entre las
particulas del liquido sea mayor y disuelva una cantidad mas grande de solido (Cabrera, 2007).
Es por ello que la temperatura es una variable critica para la velocidad de filtracién de dicho

proceso. Ver gréafica No. 5 de resultados “Evaluacion del caudal de filtracion”.

Existen muchas posibles interacciones entre el fluido en un proceso y un filtro esterilizante.
Las consecuencias de estas interacciones pueden manifestarse en una variedad de cambios
medibles. Si el fluido y la membrana son drasticamente incompatibles, puede darse
degradacion fisica de la membrana hasta grandes defectos de la membrana que reducirian la
eficiencia de la filtracion y causarian contaminacién de manera que el filtro derrama particulas
aguas abajo (PDA, 1998). Las variables estudiadas muestran que a condiciones estandar de
temperatura 40 grados centigrados, presion constante de 30 PSI y pH medio de 6.87 para un
lote de 150L, el producto es compatible con la membrana minimizando el riesgo de generar
contaminacion aguas abajo (lixiviables), aumentando la eficiencia del proceso, al lograr un
caudal de filtracién eficiente con un promedio de 3.7 litros filtrados por minuto, es importante
reconocer que a menor tiempo de filtracién de un lote productivo, menor tiempo de contacto del
producto con la membrana, disminuyendo el riesgo de aumento de bioburden sobre la
superficie filtrante. Tiempos largos de filtracion aumentan el riesgo de lixiviables aguas abajo
del filtro al aumentar el bioburden sobre las membranas, colocando en riesgo la esterilidad de

las soluciones.

Se desarrolla el segundo criterio “retencion de activo sobre la membrana filtrante” inciso 2.1 del
“protocolo de validacién”, para evaluar si el filtro afecta al producto reteniendo sobre su
superficie parte del principio activo, y por lo tanto disminuyendo la concentracion del activo en
el producto terminado La recomendacion regulatoria indica: “Los equipos en produccién no
deben presentar riesgos sobre los productos. Las partes de los equipos que estan en contacto
con el producto no deben reaccionar, adicionar o adsorber componentes que puedan
afectar la calidad del producto y generar riesgo EUDRALEX, (2003). Dicha adsorcién se
verificé tras el andlisis estadistico de la concentracion del activo en 20 lotes manufacturados

del producto definido como peor caso, utilizando como metodologia de esterilizaciéon la
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filtracién con la membrana filtrante de eleccion “polietersulfona” 0.22 micras, manteniendo las
condiciones de operacion previamente estandarizadas. Ver grafica No. 7 de resultados
“Andlisis de capacidad del Proceso”. La medicién de la concentracion del activo en el producto
final comprende una variable critica para la liberacion de un producto farmacéutico al mercado,
ya que el cumplimiento con especificaciones de dicha variable depende el cumplimiento de la
dosificacion necesaria para el efecto farmacolégico en el paciente, asi mismo el resultado de
dicha variable es critica para la garantia de calidad durante el proceso de manufactura, es por
ello que se selecciona para medir la capacidad del proceso y demostrar si existe perdida
significativa en el % del activo que afecte directamente en la dosis farmacologica. Para estimar
la capacidad de un proceso, es necesario que se cumplan dos condiciones, la primera es que
el proceso se encuentre bajo control estadistico y la segunda es que cumpla con una
distribuciéon normal (Kume, 2002). Para demostrar lo anterior, se tomaron los resultados de
cuantificacion de la muestra y se analizé su distribucion. Ver gréfica de resultados No. 6
“Prueba de Normalidad de los Datos”, donde se puede observar que los datos generan una
distribucion Normal, ya que el valor P 0.067 es mayor que el nivel de significancia 0.05 lo cual
quiere decir que los datos generan una distribucién normal, dicho resultado es la base del
estudio de capacidad del proceso que indicara si el proceso se encuentra bajo control

estadistico.

Por otro lado, se observa en la gréafica 7 una media de 99.135 y una desviacion estandar de
1.0951, para la variable de estudio. En cuanto a la variabilidad de un proceso se dice que los
procesos productivos son incapaces de producir dos unidades de producto exactamente
iguales. Esto se debe a un sin nimero de causas, que provocan variacion, y que por lo tanto es
necesario identificarlas, medirlas y minimizarlas (Kume, 2002). La variabilidad encontrada en el

andlisis evidencia poca dispersion y buena tendencia con una campana de gauss esbelta.

En la table No. 6 del protocolo de validacion “Tabla de indices de capacidad de Proceso” se
observa que el proceso de estudio genera un Cp de 3.47 al ser mayor que el indice 1.33 indica
gue el proceso se encuentra bajo control estadistico, que un valor Cpk menor a Cp es
caracteristico de un proceso que no se encuentra centrado, en el caso del estudio de analisis el
Cpk presentado es de 3.17 y el Cp 3.47 por lo que es menor, pudiendo verificarse en la grafica
No. 7 que el proceso se encuentra orientado hacia el cuadrante de la especificacién superior,
orientado hacia el objetivo del 100%. Por ultimo, el indice de Cpm mayor a 1,33 indica que la
media del proceso se encuentra dentro de la quinta parte media de las especificaciones (Kume,

2002), para el estudio el Cpm presentado fue de 2.36.
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Finalmente, el estudio de capacidad muestra también las partes por millén de oportunidades o
probabilidades de encontrar un defecto por fuera de las especificaciones tanto superior como
inferior, indicando que se esperan cero defectos a largo y a corto plazo, esto en relacion a la
posible afectacién de la membrana filtrante sobre el contenido del principio activo en la solucion

sujeta al estudio.

De acuerdo con el tercer elemento critico de la validacion, la validacién del filtro con ensayos
que simulan el proceso real de manufactura (Rodriguez, 2010). Y en atencion a la
recomendacion regulatoria que indica: “Un filtro esterilizante debe ser validado para reproducir
la retencion microbiologica del proceso de produccion generando un filtrado estéril” (FDA,
2011). Se llevé a cabo un ensayo de retencion microbiolégica por triplicado (tres lotes
experimentales) segun se indica en el inciso 3.1 Criterios de validacion “Eficiencia del Filtro” en
el protocolo de validacion. Ver anexo 2. Diagrama de flujo de “Proceso de evaluaciéon de

Retencién Microbioldgica”.

Para el desarrollo de esta prueba, primeramente, se sometié6 a un test de viabilidad a un
organismo endémico de planta que presento el menor tamafio dentro de la poblacion
caracterizada, el test se baso en la inoculacién del producto denominado como peor caso con el
organismo de prueba durante 24 horas, tiempo mayor al tiempo de filtracién. Ver tabla No. 1 de
resultados. Se muestra el microorganismo de eleccion Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 no evidencio mas de una reduccién logaritmica en su recuento transcurridas las 24 horas
de exposicién superando el tiempo de filtracién con lo que se determina que el organismo es
viable para la prueba y que el producto no inhibe el crecimiento de la cepa de prueba pudiendo

generar un sesgo en la investigacion.

Posteriormente se procedio a realizar la inoculacion de 3 lotes piloto del producto denominado
como peor caso con una concentracién de la cepa de prueba de 1.5X10%° UFC, la cual
corresponde a la maxima capacidad de retencion segun certificado para un filtro con area
filtrante de 0.15 m?, dichos lotes piloto fueron sometidos a proceso de filtracién esterilizante bajo
condiciones controladas en una cabina de bioseguridad para evitar contaminacion, el producto
se envaso y sello bajo condiciones asépticas y se muestre6 para determinar pruebas de
esterilidad y endotoxinas y asi determinar presencia o ausencia de la cepa de prueba. En la
tabla de resultados No. 2 “Evaluacion de Lotes Piloto para Retencién Microbiolégica” se observa
gue posterior a la filtracion del producto inoculado con el microorganismo de prueba a presion
constante y parametros estandarizados se tiene un efluente estéril y que adicional cumple con

la prueba de endotoxinas.
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Finalmente, se procedi6 a verificar la integridad de los filtros posterior al uso con los lotes piloto
inoculados con el objetivo de garantizar que el proceso de filtracibn no comprometié la
integridad de la misma y que la eficiencia de la membrana inoculada a su maxima capacidad se
mantuvo, esto en atencion a recomendaciones normativas que indican que “La integridad del
filtro esterilizante debe ser verificada antes de su uso y debe ser verificada inmediatamente
después su uso, utilizando un método apropiado como punto de burbuja, flujo difusivo o
mantenimiento de presion” EUDRALEX, (2003). Se procedi6 a realizar la prueba de integridad
del punto de burbuja, la cual se basa en el hecho que el liquido se mantiene en los poros del
filtro por la tensién superficial y las fuerzas capilares. La prueba se define por la presion minima
requerida para forzar el liquido fuera de los poros, en relacién al diametro del poro, sin
embargo, el test de integridad no cumplié dentro de los parametros, siendo el resultado de
presion de nitrégeno a la que se observa el burbujeo continuo menor a la presién de nitrégeno
reportada en la ficha técnica del fabricante del filtro, debido a lo anterior, se prosiguié segun
protocolo con la prueba del flujo difusivo, que se fundamenta en: presiones diferenciales de gas
menores a las presiones de punto de burbuja, las moléculas de gas migran a través de los
poros humectados con agua. La tasa de flujo de difusion de gas para un filtro es proporcional al
diferencial de presion y al area total de la superficie del filtro. La prueba resulta satisfactoria al
medir el caudal del gas que se difunde a través de la membrana a una presién diferencial
especifica (Millipore, 1999). En la tabla No. 2 “Evaluacion de Lotes Piloto para Retencion
Microbioldgica” se observa el cumplimiento de la integridad de los tres filtros mediante la prueba
del flujo difusivo con caudales de gas menores a la especificacion del proveedor de 4.40

mililitros/minutos.

En base a los puntos desarrollados de la validacion del proceso de filtracidn esterilizante para el
producto seleccionado como peor caso de una linea de produccién de medicamentos
parenterales de bajo volumen se considera que se cumple con pruebas de eficiencia
microbiolégica de esterilidad y endotoxina, se cumple con pruebas de integridad no destructivas
de flujo difusivo y se evidencia que el proceso de filtracion esterilizante no tiene impacto sobre
la calidad fisicoquimica del producto farmacéutico, pues se desarroll6 como un proceso bajo
control estadistico mediante la evaluacion de la variable de cuantificacibn de activo en el
producto terminado; y que los criterios de cumplimiento para el mantenimiento del estado
validado son pH medio de 6.87, presion de filtraciéon constante de 30 PSI, temperatura de
filtracién de 40 grados centigrados, caudal de filtracion de rango 3.7 y 3.9 litros por minuto, uso
de membrana filtrante de polietersulfona de 0.15 m? de &rea filtrante para un tamafio de lote
productivo de 150 L manipulado bajo condiciones asépticas y en cumplimiento con las buenas

practicas de manufactura vigentes.
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X. CONCLUSIONES

El desarrollo del plan maestro para la validacién del proceso de filtracion esterilizante del
producto Dipirona 2g/5mL, establecio los criterios de cumplimiento para el estado validado
a condiciones estandar de: temperatura de 40 grados centigrados, presion constante de 30
PSI y pH medio de 6.87 para un lote de 150L, el producto es compatible con la membrana
de polietersulfona, minimizando el riesgo de generar contaminacion aguas abajo
(lixiviables), aumentando la eficiencia del proceso al lograr un caudal de filtracién promedio
de 3.7 litros por minuto.

El estudio de la capacidad del proceso de fabricaciéon de la solucién Dipirona 2g/5mL,
genera los siguientes indices de capacidad de Proceso: Cp de 3.47 mayor que el indice
1.33 que indica que el proceso se encuentra bajo control estadistico con resultados
reproducibles lote a lote; Cpk 3.17 menor a Cp 3.47 que sefala que el proceso no se
encuentra centrado, sino orientado hacia la especificacion superior. Y el Cpm 2.36 mayor
a 1,33 que indica que la media del proceso se encuentra dentro de la quinta parte media
de las especificaciones.

El estudio de capacidad muestra que la fabricacién de la solucién Dipirona 2g/5mL se
encuentra bajo control estadistico y que es probable encontrar cero defectos por millén a
corto y a largo plazo, lo cual afirma que el filtro no afecta al producto adsorbiendo parte del
principio activo sobre su superficie.

El reto microbiolégico certifica que la membrana Polietersulfona para el producto
denominado como peor caso, bajo condiciones estandarizadas de filtracion, cumple con
especificacion de esterilidad y endotoxina tras la inoculacion y saturacién del producto con
la cepa viable endémica de planta Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, evidenciando
que la membrana seleccionada cumple con la caracteristica de ser grado esterilizante de
tamafio de poro absoluto.

El cumplimiento de la prueba de flujo difusivo con caudales de gas menores a la
especificacion del proveedor de 4.40 mililitros/minuto en las tres repeticiones, utilizado
como prueba de integridad de membrana, posterior al proceso estandarizado de filtracién,
es el método no destructivo que permite evidenciar en forma oportuna que todos los
criterios de validacion de proceso se han mantenido sin desviaciones que generen un

riesgo de no esterilidad, que para el caso de preparados farmacéuticos parenterales los
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resultados de laboratorio para la prueba de esterilidad se obtienen en promedio 15 dias
después de manufacturado el producto.
Se concluye que el proceso de filtracion esterilizante no tiene impacto sobre la calidad

fisicoquimica del producto Dipirona 2g/5mL.

XI. RECOMENDACIONES

Generar una frecuencia de verificacion del mantenimiento del estado validado, analizando
la capacidad del proceso y el cumplimiento con las condiciones estandarizadas incluyendo
el pH, la temperatura, presién, tiempos de filtracion, membrana filtrante, tamafio de lote,
caudales promedio y cuantificacién del activo.

Reforzar y concientizar a los duefios de procesos farmacéuticos que se encuentren
validados sobre la importancia y las vias para registrar cualquier cambio, a través del
control de cambios.

Generar y validar metodologia analitica para la caracterizacién y medicién de extractables
por cada tipo de membrana filtrante de uso en una planta de produccion de productos
parenterales de bajo volumen, que permita analizar las trazas potenciales en los efluentes
estériles.

El presente estudio de validacidn no abarca la reutilizacién de membranas filtrantes, por lo
que se debera realizar una nueva investigacion en condiciones experimentales para
determinar la capacidad de retencidn microbioldgica sobre la misma membrana después

de varios usos.
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XI. ANEXOS

Protocolo de Validacion

Diagrama de Flujo para Reto microbiolégico

Instructivo para realizaciéon de prueba de integridad a membranas filtrantes grado

esterilizante.

Instructivo para la filtracién esterilizante

Certificado de calidad de la membrana filtrante

Ficha USP de la materia prima Dipirona.



| .
'(j ; j 1 PROTOCOLO DE VALIDACION No. 01

1 1L

validacion del proceso: PROCESO FILTRACION ESTERILIZANTE

1. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

Aguas abajo:

Dentro de un sistema filtrante corresponde a todo fluido que ya haya pasado por
el medio filtrante. También es conocido dentro del argot en aspectos de filtracion como
“zona limpia del filtro” y en el caso de filtros esterilizables “zona estéril”.

Aguas arriba

Dentro de un sistema filtrante corresponde a todo fluido que se encuentre previo a
su paso por el medio filtrante. También es conocido dentro del argot en aspectos de
filtracion como “zona sucia del filtro” y en el caso de filtros esterilizables “zona no estéril”.

Esterilidad
Ausencia de microorganismos viables.

Extractables
Compuestos que se pueden extraer del sistema filtrante cuando entran en
contacto con agua como solvente.

Filtracion
Método fisico-mecanico para separacion de sustancias. Remocién de
contaminantes de un fluido (liquido o gas) mediante el uso de un medio poroso.

Prueba de flujo difusivo

La prueba de flujo de aire difuso es una extension de la ley de difusion de Fick, la
cual representa una funcién de la porosidad total de un filtro.
A presiones diferenciales por debajo del punto de burbuja, las moléculas de gas migran a
través de los poros llenos de agua de una membrana humectada, siguiendo la Ley de
Difusion de Fick. El caudal de difusion de un gas a través de un filtro es proporcional a la
presion diferencial y a la superficie total del filtro. Para determinar la integridad del filtro, se
mide el gas que difunde a través de la membrana aplicando una presion de
aproximadamente el 80% del punto de burbuja. El caudal difusivo es muy bajo en los filtros
de areas pequerias, pero es significativo en filtros de gran superficie. Se han establecido
especificaciones de maxima difusion aceptable para cada membrana y dispositivo, y se
utilizan para predecir los resultados de la prueba de retencién bacteriana

Pruebas de integridad

Pruebas no destructivas de integridad se deben realizar antes y después de usar el
filtro. Los ensayos antes de usar el filtro controlan la integridad del filtro, antes de procesar
un lote de producto, evitando el uso de un filtro no integro.
Los ensayos de integridad después de que un lote de producto haya sido filtrado pueden
detectar si la integridad del filtro se ha visto comprometida durante el proceso de



filtracion. La deteccion de un filtro defectuoso alerta inmediatamente a los técnicos
responsables de
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cualquier problema después de haber procesado el lote, eliminando demoras y
permitiendo un reprocesado rapido.

Hay tres tipos de ensayos no destructivos: el ensayo de punto de burbuja, el ensayo de
difusion y el ensayo de caudal de agua en filtros hidr6fobos. Los ensayos de retenciéon de
presion, caida de presion o de caudal en el sentido de la filtracion, son variantes del
ensayo de difusion.

Prueba de LAL

La prueba LAL (Limulus amebocyte lysate) se emplea para identificar y detectar
limites de endotoxinas bacterianas, mediante una reaccion de coagulacion y formacion
de un gel de los liquidos parenterales.

Prueba de punto de burbuja

La prueba de punto de burbuja se basa en el fendmeno de capilaridad
ascendente. Los poros del filtro pueden considerarse capilares circulares. El agua sube a
través de ellos, debido a la propension a humedecer las paredes del poro. El ascenso del
agua se produce a través del perimetro capilar (perimetro del poro), produciendo una
humectacion perfecta, que es facilitada por la tension superficial del liquido. Existe una
relacion inversa entre el diametro del poro y la presion necesaria para desbalancear
(expulsar el liquido del capilar) el ascenso capilar. En consecuencia, el punto de burbuja
refleja los poros méas grandes presentes en la membrana.
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2. ESPECIFICACIONES DEL PROTOCOLO DE VALIDACION

Condiciones generales (Criterios de Aceptacion):

El protocolo de validacion del proceso de filtracion esterilizante se considera
aceptado cuando se cumplen los criterios establecidos en el presente protocolo de
validacién, en concordancia con las normativas y guias nacionales e internacionales
aplicables para la industria farmacéutica.

Tabla No. 1: Criterios de aceptacion de la validacion del proceso de filtracion esterilizante.
Validacion de Filtracion esterilizante para productos parenterales de bajo volumen

Criterio de Aceptacion

1.1. Evaluacion de la Compatibilidad de la membrana.

Especificaciones: conforme a los resultados del estudio de filtrabilidad a presion constante
para la seleccion de filtros en un area de produccion de férmulas farmacéuticas estériles de
bajo volumen” (calificacion del filtro) quedan seleccionadas las siguientes dos membranas:

1. Filtro grado esterilizante 0.2 micras absolutas, membrana de polietersulfona, para
soluciones 100% acuosas, estable a pH de 1-14.

2. Filtro grado esterilizante 0.2 micras absolutas, membrana de polivinildilflurano, para
mezclas de soluciones acuosas mas cosolventes organicos. Estable a pH de 2 a 12

Referencias: “Estudio de filtrabilidad a presidon constante para la seleccion de filtros en un
area de produccion de férmulas farmacéuticas estériles de bajo volumen?®”.

1.2. Estandarizacion de parametros de operacion y tiempos de filtracion.
Especificaciones: los parametros de operacion de acuerdo a la membrana:

Profundidad Maxima presion de Méaxima temperatura
LBl nominal (pulgadas) operacion (psi) de operacién: (°C)
PES 5 75 40
PES 10 43 80

Referencias: Especificaciones de proveedor y tiempos experimentales.

2.1 Evaluacion retrospectiva de retencién del activo sobre la membrana filtrante,
para el peor caso.

Especificacion: La cuantificacion del principio activo cumple las especificaciones de producto
terminado definido como peor caso.

Referencia: Resultados analiticos de los Ultimos 20 lotes del producto seleccionado como
peor caso fabricados y analizados bajo las mismas condiciones.




o Dipirona 2g/5mL

Eficiencia del Filtro

3.1 Reto microbiol6gico: Determinacion de la retencion bacteriana del medio filtrante.
Especificacion: La solucion cumple esterilidad y limites de endotoxina: 0.25 UE/mL.

Referencia: Especificacion del Proveedor ASTM Methodology with Brevundimonas diminuta
bacteriana

4.1. Pruebas de integridad (método no destructivo) de la membrana:
Cumple con especificaciones de proveedor

Referencia: Especificacion del Proveedor.

Fuente de obtencion: datos experimentales.
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3. Validacion de filtracion esterilizante (procedimiento)

3.1Generalidades
El protocolo de validaciéon para filtracion esterilizante, se considera aceptado cuando
se cumple con todos los criterios que se enuncian a continuacion:

PLAN MAESTRO DE VALIDACION

-

* Demostrar: Que | * Demostrar: Que el
los pardmetros ! filtro no remueve
fisicos y quimicos componentes del
no afectan el filtro producto.

Analisis
retrospectivo de
adsorcion del
activo sobre la
superficie del
filtro

Estudios de
Compatibilidad

Ensayo de
retencion
microbioldgica,
pruebas de
esterilidad y
endotoxina.

Ensayos de
integridad

* Demostrar: Que el Demostrar: Que el

producto no afecta producto no afecta
retencion integridad del
microbiolégica filtro

h.

3.2 Fundamento tedrico de la metodologia de trabajo:

El protocolo de validacion del proceso de filtracidn esterilizante debera cumplir con
los criterios de analisis para la relacion del liquido filtrado y el medio filtrante respecto
a: Caracteristicas fisicoquimicas del efluente frente al medio filtrante (producto
afecta al filtro), adsorcion del medio filtrante de alguna caracteristica quimica del
efluente (filtro afecta al producto), ensayos microbioldgicos de los efluentes
(eficiencia de retencion del filtro). El mantenimiento del estado validado del proceso
de filtracion se comprobara mediante la ejecucion de las pruebas de integridad
sobre las membranas filtrantes de obligatorio cumplimiento antes del uso del filtro y
después del uso del mismo por cada lote de producto procesado.

3.3Revisién Bibliografica

Principios de filtracion:

El mecanismo de la detencién o captura de particulas en el medio filtrante se llama
indistintamente: retencioén del filtro, captura fisica, la intercepcion directa, exclusién
por tamafios. No existe un Unico mecanismo por el cual actuan los filtros; se ha
comprobado que actuan todos los fendmenos fisicos (captura fisica, intercepcion
directa, exclusion por tamafo) sobre la membrana, sin embargo, factores externos al
medio filtrante (caracterizacion del efluente) pueden influir directamente en la
capacidad del filtro para retener las particulas, estos factores externos pueden incluir:
la tasa de presion diferencial aplicada, el nimero de particulas presentes (bioburden

Validacion del proceso: PROCESO FILTRACION ESTERILIZANTE
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de la solucidn), y naturaleza del vehiculo: tensién superficial, el pH y la fuerza iénica,
entre otros factores. Todos deben ser considerados y comprendidos en la validaciéon
del filtro.

Clasificacion de los filtros:

- Los filtros se clasifican segun las siguientes caracteristicas:

- Segun su disposicion: filtros de membrana o filtros de profundidad.

- Segln su capacidad y eficiencia de retencién: en filtros absolutos o nominales.

- Segun la naturaleza de operacion: en filtros esterilizantes o clarificantes segun la
naturaleza de operacion.

Filtros de Profundidad, Absolutos, grado esterilizante:

Compuestos por una membrana fibrosa (polietersulfona) dispuesta al azar (sujetos a
una matriz de polipropileno, estos filtros requieren una carcasa de acero inoxidable
para ser utilizados en planta de produccién), de manera que dentro de la estructura
del filtro se crean vias tortuosas, donde quedan retenidos los contaminantes presentes
en la solucion. Se considera que cumple con la caracteristica absoluta, aquella
membrana filtrante que puede ser medida su eficiencia respecto a los tamarfios del
poro dispuestos sobre toda la superficie filtrante. No existe un método de ensayo
universalmente aceptado para la medicién o descripcién del tamafio de poro o el
tamafo de las particulas que puede retener el elemento filtrante. Existe un
procedimiento de ensayo, llamado multi-pass testing o Beta ratio testing (ensayo
relacion beta), que es un ensayo aceptado universalmente que produce resultados
comparables. Multi-pass testing usa un contaminante especifico, de tamarios
conocidos, que se va afiadiendo regularmente en cantidades establecidas del fluido
que se bombea continuamente a través del filtro. Muestras medidas de fluido se van
tomando a ciertos intervalos, tanto en aguas arriba como en aguas abajo del filtro de
manera simultanea. Las particulas se miden y cuentan por medio de métodos
electréonicas usando contadores automaticos de particulas. De estas medidas se
puede obtener el Beta ratio (b) dividiendo el nimero de particular de cierto tamario
en aguas arriba, entre el nUmero de particulas del mismo tamafio aguas abajo:

RX= Nu/Nd

donde Rx = es la relaciéon beta para contaminantes mayores que X mm.

Nu= es el nimero de particulas mayores de Xmm por unidad de volumen aguas
arriba.

Nd =es el niUmero de particulas mayores de Xmm por unidad de volumen aguas
abajo.

La relaciobn beta es un indicador de como un filtro controla los compuestos
particulados. Por ejemplo, si uno de cada dos particulas (>Xmm) en un fluido pasan a
través del filtro, la relacion beta a Xmm es de dos, si una de cada 200 particulas
(>Xmm) pasan a través del filtro la relacion beta es de 200.

Por lo tanto, los filtros con una relacidon beta mayor retienen mas cantidad de
particulas y tienen mayor eficiencia.



La eficiencia para un tamafio de particula determinado (Ex) puede derivarse
directamente de la relacion beta mediante la siguiente ecuacion:
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Ex= (Bx-1)/B*100%

Se ha considerado que para un filtro grado esterilizante (0.20 pm) la eficiencia
estandar debera corresponder como minimo a 99.98% que se correlaciona con un
valor 8 5000. En términos de interpretacion de la correlacion 3 5000 garantiza que el
99.98% de los poros sobre la membrana corresponden al tamafio de 0.20 um.

La caracteristica “Grado esteriizante” para un filtro, corresponde a aquellas
membranas que han superado el desafio microbiano con Brevundimonas diminuta
ATCC 19146. El desafio microbiano se considera aprobado si la membrana retiene un
minimo de 1 x 107 UFC de Brevundimona diminuta ATCC 19146 / por cm2 de area de
filtracion efectiva.

Una capsula absoluta grado esterilizante es un sistema de filtracidon que esta
compuesto por una carcasa de polipropileno y FILTRO DE PROFUNDIDAD, ABSOLUTOS,
GRADO ESTERILIZANTE. Estos sistemas de filtracion se disefian de tal forma que estan
listos para el uso y no requieren ningun procedimiento de alistamiento para
instalacion en el proceso de manufactura.

3.4Definicion de producto denominado como “peor caso” y Especificaciones de
Membrana Filtrante
La planta de produccién tiene establecido un total de 38 graneles cuya ruta de
trabajo indica que deben ser esterilizados por el método de filtracién absoluta. Se
identifico el producto que cumpla con las caracteristicas fisicas que pueden
comprometer la retencidn en el medio filtrante segun las especificaciones de la
membrana que indica el proveedor. El producto denominado como peor caso es el
producto identificado con una sobresaturacion del principio activo en el solvente y se
describe en la tabla 3.
Las especificaciones de la membrana a trabajar y el producto clasificado como peor
caso se presentan en la tabla No. 2, que muestra una membrana hidrofilica de
polietersulfona (PES) hidréfila (afin al agua), construida de polimeros de
polietersulfona; tienen excelente velocidad de flujo y, por lo tanto, un alto volumen
filtrable. Es posible filtrar soluciones biolégicas y farmacéuticas en el amplio rango de
pH de 1-14, gracias a su baja adsorciéon de proteinas.

TABLA NO.2: ESPECIFICACIONES DE MEMBRANA FILTRANTE:

Membrana | Presién de | Afinidad de la membrana al | Rango de pH de la solucién
filtracién efluente a filtrar
PES* 0- 75 psi 100% acuosas 1-14

Fuente: datos experimentales.

TABLA NO.3: ESPECIFICACIONES DE PRODUCTO DENOMINADO COMO PEOR CASO:

NOMBRE DEL PRODUCTO CONCENTRACION DEL ACTIVO CARACTERISTICA DE PEOR CASO A EVALUAR

Dipirona 2g/5mL Solucién sobresaturada.
Fuente: datos experimentales
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3.5 Materiales y Equipo
Realizar un checklist de todos los materiales, equipos y/o instrumentos necesarios para
llevar a cabo las pruebas de validacion, indicar si los mismos se encuentran
calibrados (vigente) y/o cuentan con certificado de validacion vigente.

Tabla No. 4: Requisitos de Sistemas, Areas, Equipos, Instrumentos y Materiales Para

la Validacion

No. | Material / Equipo / Instrumento Cuenta con calibracion
o] certificado de
validacion Vigente o
registros de evidencia
1 VALIDAC[ON DE SISTEMA DE AGUA PARA
INYECCION VIGENTE v
2 VALIDACION DE SISTEMA HVAC VIGENTE \/
3 VALIDACION DE SISTEMA DE AIRE
COMPRIMIDO VIGENTE \/
4 CALIFICACION AUTOCLAVE SERCOM
VIGENTE v
5 CALIFICACION VIGENTE DE CABINA DE
BIOSEGURIDAD v
6 CALIFICACION DE HORNO
DESPIROGENIZADOR \/
7 CALIFICACION DE AREA LIMPIA ISO 5 \/
8 CERTIFICADO DE CALIBRACION DE
EQUIPO PARA PRUEBAS DE INTEGRIDAD \/
PALLTRONIC FLOWSTAR IV
9 REGISTROS DE ESTERILIZACION SISTEMA
PARA FILTRACION (MANGUERAS, \/
RECIPIENTE DE ACERO INOXIDABLE).
10 CERTIFICADO DE CAPSULA DE 5" DE
PROFUNDIDAD, MEMBRANA PES. \/
11 REGISTRO DE DESPIROGENIZACION DE
ENVASES PARA ALMACENAMIENTO \/
ESTERIL

Fuente: datos experimentales
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3.6Metodologia:
l. Evaluacion de la compatibilidad de la membrana

Se tom6 como referencia el “estudio de filtrabiidad a presibn constante para la
seleccion de filtros en un area de produccion de férmulas farmacéuticas estériles de
bajo volumen”, que se considera la calificacién de la membrana filtrante, con el
producto denominado como peor caso para este estudio.

Se tomaron los resultados de saturacion de la membrana, caudales de filtraciéon y
recomendaciones técnicas para la membrana seleccionada.

Estandarizaciéon de parametros de operacion y tiempos de filtracion.
Se realizo el proceso de filtracion conforme lo indica el INSTRUTIVO PARA FILTRACION
DE PRODUCTOS PARENTERALES. Para realizar la medicion de los parametros del
proceso de filtracion del producto denominado como peor caso. Los parametros
evaluados fueron:

- Nombre del producto.

- Numero de lote de producto procesado.

- pH de la solucién a procesar.

- Temperatura de la solucién a procesar.

- Volumen total filtrado.

- Tipo de membrana filtrante utilizada.

- Tiempo total de filtracion.

- Presidon de filtracion.

- Densidad

Il. Evaluacion retrospectiva de adsorcion del activo sobre la
membrana filtrante, para el peor caso.
Revision documental de los resultados analiticos de los ultimos 20 lotes del producto
denominado como peor caso fabricados y analizados bajo las mismas condiciones.

Tabla No. 5 evaluacioén retrospectiva de la adsorciéon del activo

CONCENTRACION DEL | ESPECIFICACION PARA
ACTIVO CUANTIFICACION DE ACTIVO
Dipirona 2g /5 mL 90-110 %

Fuente: datos experimentales.

Se determind la capacidad del proceso respecto a los resultados analiticos
reportados en el sistema para los Ultimos 20 lotes fabricados. La capacidad del
proceso debe ser mayor a 1,33 para indicar que la filtracién esterilizante que es el
parametro de evaluacion, no retiene activo sobre su superficie. Los indices de
proceso determinados y su interpretacioéon son los siguientes:
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Tabla No. 6. Tabla de indices de Capacidad de Proceso

Valor indice Condicién Resultado
Cp>1,33 Adecuado 3.47
1<Cp<1,33 Adecuado, pero requiere de un control estricto NA
0,67<Cp<1,33 No adecuado, requiere un andlisis del proceso NA
Cp<0.67 No adecuado, requiere modificaciones NA
Cpk=Cp El proceso esta centrado NA
Cpk<Cp El proceso no esta centrado 3.17
Cpm > 1,33 La media del proceso esta dentro de la quinta parte 2.36

media de las especificaciones
Cpm>1,0 La media del proceso esta dentro de la tercera NA
parte media de las especificaciones

Fuente: datos experimentales.
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1. Determinar eficiencia del filtro:

¢ Reto microbiolégico:

La prueba de retencién microbiolégica de la membrana filtrante, se llevé a cabo con
la inoculaciéon de un organismo endémico de la planta de manufactura en el
producto denominado como peor caso.

Respecto a las membranas filtrantes se utilizaron, tres filtros de lote distinto de
membrana PES, se adjuntan certificados de calidad del proveedor al anexo del
informe. Cada filtro cumplié con la caracteristica de ser GRADO ESTERILIZANTE (0.20
um) ABSOLUTO (B5000). El desafio microbioldgico medié la retencion microbiolégica
de la membrana que cumplié con la caracteristica de retener no menos de 1X107
UFC/cm2. en un area filtrante de 0.15m2.

e Seleccién del microorganismo de prueba:

Monitoreo de aislamientos nativos en personal de planta: Durante la revision se
determina que los aislamientos nativos endémicos en planta, asociados al proceso,
son en su mayoria del género Bacillus Sthapylococcus coagulasa negativo. Se
seleccion6 como microrganismo de prueba una cepa de Shaphylococcus
epidermidis ATCC 12228, utilizando el criterio de menor tamafo (0.5-1.5 micras)
comparado con el género Bacillus (4 -10 micras).

e Seleccion del fluido de prueba:

Se Realiz6 la prueba de viabilidad de crecimiento microbiolégico de S. epidermidis
atcc12228, utilizando como medio liquido el producto denominado como peor caso.
Se considera que el microorganismo es apropiado para la prueba ya que la
recuperacion respecto al inoculo no presenta una reduccidon mayor a una unidad
logaritmica.

e Desarrollo de la Prueba: Verificada la viabiidad del crecimiento

microbioldgico se procedié de la siguiente manera con el desarrollo de la
prueba:
Por bioseguridad del area de manufactura de productos parenterales y
debido a que se trabajaran cargas biolégicas, las pruebas se realizaron en
cabina de bioseguridad, ubicada en el laboratorio de microbiologia del
laboratorio fabricante.

1. Se prepararon 10 L de producto: Dipirona 2g/5mL; para ser
inoculada con una concentracion de S. epidermidis
atccl12228 de 1.5 x1010 UFC. Por cada membrana se realizd
una filtracion esterilizante de 10 L con una biocarga que
satura la capacidad tedrica de retencion de la membrana
filtrante sujeta a estudio. El proceso se realizé por triplicado.

2. Se sanitizé la cabina de bioseguridad.
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3. Se Armdé sistema filtrante segln el INSTRUTIVO PARA
FILTRACION DE PRODUCTOS PARENTERALES.

4. Se Realiz6 prueba de punto de burbuja inicial segin
INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE PRUEBAS DE
INTEGRIDAD PARA FILTROS GRADO ESTERILIZANTE.

5. Se Filtraron diez litros de producto inoculado con una
concentracion de S. epidermidis atccl12228 de 1.5 x1010
UFC.

6. Se tomaron muestras de esterilidad en envase y tapa estéril
para analisis microbiolégico.

7. Se Ejecutd prueba de integridad final segun INSTRUCTIVO
PARA LA DETERMINACION DE PRUEBAS DE INTEGRIDAD PARA
FILTROS GRADO ESTERILIZANTE.

e Selecciéon del medio filtrante:

Se utilizé la membrana segun las siguientes especificaciones:
- Capsula filtrante de membrana grado esterilizante PES, absoluto.
- Profundidad nominal 5”.
- Area efectiva de filtracion: 0.15m2
- Capacidad total de retencion: 1.5x1010 UFC.

e Calculo de la capacidad total de retencidon de membrana filtrante:

Capacidad de retencién = capacidad de retencién por cm? * area ef etiva de filtraciéon en cm?

ufc

cm?

10000 cm?

Cr = 1x107 >
m

* (0.15m2 * ) = 1.5x10*° ufc

V. Pruebas de Integridad

Segun resultados de prueba RETENCION MICROBIOLOGICA DE MEMBRANA FILTRANTE,
y el INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE PRUEBAS DE INTEGRIDAD PARA FILTROS
GRADO ESTERILIZANTE se ejecutaron las pruebas no destructivas de integridad de
membrana, para el inicio y final del proceso de filtracion esterilizante.
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Criterios de aceptacion comparados con resultados de prueba

Criterio Resultado Aprobado/Rechazado
“Evaluacionon de la | Condiciones estandarizadas
compatibilidad de la | de operacion para el proceso
membrana y el producto. de filtracion esterilizante con la
Membrana” de | membrana polietersulfona de
polietersulfona caracterizada | pH medio 6.87, temperatura Aprobado
con un area efectiva de | contante de 40 grados
fitracién de 0.15m2, rango de | centigrados y presion
uso para pH de entre 1y 14, | constante de 30 PSI.
temperatura hasta 60 grados
centigrados y presion hasta
75 PSI.
“Retencién del principio | Proceso bajo control
activo sobre la membrana”, estadistico para la variable de
El proceso de fabricacidn | cuantificacion del activo en el
evaluado bajo la variable de | producto terminado
Cuantificacién del activo en | demostrando una Capacidad Aprobado
el producto terminado se | real del proceso (CPk)=3.17
encuentra bajo control
estadistico.
Proceso con un Cpk >1.33
Producto sometido a reto
microbiolégico cumple es:
“Eficiencia del filtro”, | Estéril y libre de pirbgenos.
Producto sometido a reto Aprobado
microbiolégico cumple con
ensayos de:
Esterilidad
Endotoxina
Prueba de integridad de flujo
“Eficiencia del Filtro” Filtro | difusivo en conformidad con
cumple con pruebas de | especificacidon para los tres
integridad posterior a ser | lotes piloto
sometido a reto | Filtro Lote
microbioldgico. 1=3.30mililitros/minuto Aprobado
Flujo difusivo < 4.44 | Filtro Lote 2
mililitros/minuto =2.48mililitros/minuto
Filtro Lote 3=3.47

mililitros/minuto

Redactado por: Cbarrios

Verificado Por: F.Lopez
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Informe de Validacién del Proceso

Resultados:
En base a los puntos desarrollados de la validacion del proceso de filtracion esterilizante

para el producto seleccionado como peor caso de una linea de produccion de
medicamentos parenterales de bajo volumen se considera que se cumple con pruebas de
eficiencia microbioldgica de esterilidad y endotoxina, se cumple con pruebas de integridad
no destructivas de flujo difusivo y se evidencia que el proceso de filtracién esterilizante no
tiene impacto sobre la calidad fisicoquimica del producto farmacéutico, pues se desarrollé
como un proceso bajo control estadistico mediante la evaluacion de la variable de
cuantificacion de activo en el producto terminado; y que los criterios de cumplimiento para
el mantenimiento del estado validado son pH medio de 6.87, presion de filtracion
constante de 30 PSI, temperatura de filtracion de 40 grados centigrados, caudal de
filtraciéon de rango 3.7 y 3.9 litros por minuto, uso de membrana filtrante de polietersulfona
de 0.15 m?2 de area filtrante para un tamafo de lote productivo de 150 L manipulado bajo
condiciones asépticas y en cumplimiento con las buenas practicas de manufactura

vigentes.

Conclusiones
1. Las variables analizadas para el proceso de filtracion esterilizante del producto Dipirona

2g/5mL, muestran que a condiciones estandar de: temperatura de 40 grados centigrados,
presion constante de 30 PSI y pH medio de 6.87 para un lote de 150L, el producto es
compatible con la membrana de polietersulfona, minimizando el riesgo de generar
contaminacion aguas abajo (lixiviables) y la eficiencia del proceso es buena manteniendo un
caudal de filtracién promedio de 3.7 litros filtrados por minuto.

2. El estudio de la capacidad del proceso de fabricacién de la solucion Dipirona 2g/5mL,
genera los siguientes indices de capacidad de Proceso: Cp de 3.47 mayor que el indice 1.33
que indica que el proceso se encuentra bajo control estadistico.

3. El reto microbiolégico indica que la membrana Polietersulfona para el producto
denominado como peor caso, bajo condiciones estandarizadas de filtracién, cumple con
especificacion de esterilidad y endotoxina.

4. Posterior a la filtracién del producto inoculado con concentracion saturada del organismo
viable, la membrana polietersulfona cumplen con prueba de integridad de flujo difusivo con
caudales de gas menores a la especificacién del proveedor de 4.40 mililitros/minuto en las
tres repeticiones.

Redactado Por: CBarrios
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4. Regqistros de Validacion

Registro de Validacién 01-00
EVALUACION DE LA COMPATIBILIDAD DE LA MEMBRANA

Suporlife Dipirona NA
Polietersulfona 2 g Dipirona Magnésica NA

1-14 6-7.3 Sl

0-75 psi 0 - 30 psi Sl

15-60 grados centigrados 14 — 40 grados centigrados Sl

Hidrofilico Hidrofilico Sl

100% acuosa 100% acuoso NI

Realizado Por: Revisado Por
C.Barrios F.Lopez

Fuente: datos experimentales
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Registro de Validacion 02-00

ESTANDARIZACION DE PARAMETROS DE OPERACION Y TIEMPOS DE FILTRACION

Polietersulfona

Producto: Dipirona 2g/5mL Membrana

1 150L 6.91 minutos Cumple
58
2 150L 6.81 minutos Cumple
57
3 150L 6.83 minutos Cumple
4 150 | 6.82 59 Cumple
minutos
57
5 150L 6.9 minutos Cumple
56
6 150L 6.86 minutos Cumple
7 150L | 6.85 55 Cumple
minutos
58
8 150L 6.88 minutos Cumple
60
9 150L 6.91 minutos Cumple
56
10 150L 6.9 minutos Cumple
11 150L | .82 61 cumple
’ minutos P
57
12 150L 6.85 ) Cumple
minutos




13 150L 6.81
14 150L 6.82
15 150L 6.89
16 150L 6.88
17 150L 6.85
18 150L 6.85
19 150L 6.88
20 150L 6.86

Realizado por:

C.Barrios Revisado Por:

56

minutos Cumple
mir?t?tos Cumple
minst?tos Cumple
mir?t}tos Cumple
minst?tos Cumple
minst?tos Cumple
mir?t?tos Cumple
minSL?tos Cumple
F.Lopez

Fuente: Datos experimentales
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Registro de Validacién 03-00

CUANTIFICACION DEL PRINCIPIO ACTIVO EN EL

PRODUCTO TERMINADO

Realizado por:

C. Barrios Revisado por:

Fuente: datos experimentales
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Registro de Validacién 04-00

FA196701
24

RETENCION MICROBIOLOGICA

Estéril <0.25 UE/mg Cumple

FA319301
44

Estéril <0.25 UE/mg Cumple

FA196701
12

Estéril <0.25 UE/mg Cumple

Realizado Por:

C.Barrios

Revisado
Por:

F.LOPEZ

Fuente: Datos experimentales



ANEXO 2. Diagrama Del Proceso de evaluacion de retencién microbiolégica

Se observa el diagrama de flujo para el proceso de evaluacion de la retencién microbiol6gica para
3 lotes piloto inoculados con el organismo seleccionado como viable en el producto y filtrados a
través de un filtro de membrana de Polietersulfona. los analisis microbioldgicos y pruebas de

integridad a realizar.

‘e
ANALISIS DE
ESTERILIDAD
— X
4 CUMPLE
RECEPCION DE
ELFUENTE EN -
FRASCO ESTERIL ’
' FIN DE LA PRUEBA
CAPACIDAD TOTAL DE RETENCION: -
L5 % 10" urc 1
ANALISIS DE
ESTERILIDAD
i
10 L PRODUCTO + FILTRADO EN ANALISIS DE ENDOTOXINA
CEPA C;FU\M— »  CONDICIONES »- TIPO DE ANALISIS - » PRUEBA LAL ESPECIFICACION
1.5x10" UFC ASEPTICAS 0.25 UE/mL
Y e -
v CUMPLE »{(FDELA
LAVADO DEL ideceons!
FILTRO '
v
PRUEBA DE
INTEGRIDAD
EJECUCION PRUEBA PB.
ESPECIFICACION: 53 psi / WFI
v
FIN DE LA
v gl e
FINDELA " K3
PRUEBA CUMPLE
NO L
v DESCARTAR
EJECUCION PRUEBA FLTRO
FLWJO DIFUSIVO i
p— X ESPERAR
Gianhoct B8 A e—8) CUMPLE NO » RESULTADOS DE
e ESTERILIDAD

Fuente. Datos experimentales
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