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El método de andlisis

para los estudios de estabilidad
y de biodisponibilidad

de medicamentos.

Parte 1

LUZ STELLA OSPINA DE NIGRINIS*

RESUMEN

En este articulo sobre el método de andlisis para los
estudios de estabilidad y biodisponibilidad de medicamentos,
se hace énfasis en el disefio, el desarrollo y la validacién de la
metodologia analitica para el seguimiento de la calidad de los
medicamentos. La estabilidad y la biodisponibilidad son
indispensables para garantizar la seguridad y la eficacia de
estos productos.

La especificidad, la cantidad minima detectable, la canti-
dad minima cuantificable y la sensibilidad del método son los
atributos tratados en este articulo. Laprecision, la exactitud, la
linealidad y la robustez del método son atributos que se
tratardn en préximas publicaciones.

SUMMARY

In this paper, dealing with the analitycal methods for
stability and bioavailability of drugs, will be emphasized the
design, development and validation of analytical methodology,
with the purpose to monitor the drug quality. Stability and
bioavailability are necessary for quality and safety assurance
of these products.

In this paper will be discussed specificity, limit of detection,
limit of quantitation and sensitivity. Precission, accuracy,
linearity and ruggedness will be analyzed in next publications.

I. INTRODUCCION

Laaccién farmacolégica de un medicamento, referidaalos
aspectos farmacodindmicos, farmacocinéticos y a los poten-
ciales efectos toxicocinéticos, no sélo es funcién de las propie-
dades fisicoquimicas y de la configuracién espacial de la
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molécula del fArmaco, sino que esté estrechamente relaciona-
daconlascaracteristicas de laformafarmacéuticaque vehiculiza
el farmaco, tanto de las formas farmacéuticas tradicionales,
como de las innovadoras; las del futuro, como resultado del
avance de la ingenierfa genética y de la biotecnologia. Es
indudable que se estd a las puertas de una generacién de
medicamentos, esperanza para tratar las tantas enfermedades
que han costado muchas vidas.

La eficacia y la seguridad de los medicamentos son cuali-
dades sin las cuales carecen de utilidad y por el contrario, le
ocasionan graves problemas al paciente. Cuando el medica-
mento es estable y biodisponible es eficaz y seguro.

Laestabilidad de los medicamentos ha sido una preocupa-
cién permanente de quienes los disefian, los desarrollan y los
producen, como también de las instancias gubernamentales
reguladoras de la calidad de los medicamentos.

El gran desarrollo de los estudios de estabilidad de los
productos farmacéuticos, entre los cuales estdn los me- :a-
mentos, es preponderante a partir de 1960. El avance cienti-
fico y tecnolégico en las dreas de la ingenieria electrénicay de
la sistematizacién permitié disponer de la instrumentacién
suficientemente sensible para el desarrollo de la metodologia
analiticaindispensable, para el seguimiento de los procesos de
degradacién de los farmacos o de los auxiliares de formulacién
que constituyen los medicamentos; lo que se evaluaba
subjetivamente a través de cambios fisicos, ahora puede detec-
tarse, identificarse y cuantificarse con especificidad, exactitud
y precisién.

El seguimiento de la estabilidad durante todo el tiempo de
la vida itil del medicamento requiere de métodos de anélisis
especificos, sensibles, exactos, precisos y robustos (1, 2, 3, 4).

Como resultado del trabajo de expertos en dreas especia-
lizadas relacionadas con laestabilidad de los fAirmacos y de los
medicamentos, varios paises han propuesto guias para abordar
estos estudios y en todas ellas se hace especial énfasis en las
caracteristicas del método de andlisis para un estudio de
estabilidad (1, 5, 6, 7).
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Para que un medicamento sea eficaz, su disefio, desarrollo
y formulacién deben permitir que sea biodisponible, es decir,
que una vez que es administrado al paciente, el fasrmaco quede
adisposicién del organismo, a nivel del receptor o del sitio de
accién. Como puede colegirse es absolutamente indispensa-
ble que un medicamento sea biodisponible para que ocurra la
accién farmacolégica. Todos los medicamentos que recibe un
paciente deben ser biodisponibles y ademds, los medicamen-
tos a base de un mismo farmaco y a las mismas dosis deberian
ser bioequivalentes. Este aspecto es de suma importancia y
de mucha actualidad; solamente cuando se garantiza la
bioequivalencia, particularmente para aquellos formacos con
un estrecha ventana terapéutica (anticonvulsionantes,
antibiéticos, o#ros), se puede cambiar un medicamento de una
determinada marca por otro, sin riesgos para el paciente (8, 9,10).

Para desarrollar estudios de biodisponibilidad o de
bioequivalencia de medicamentos se requiere de métodos de
andlisis especificos, sensibles, exactos, precisos y robustos (2,
3, 10). Es un factor critico en estos estudios, porque a partir
de la informaci6n obtenida a través del método de andlisis se
calculan los pardmetros biofarmacéuticos y farmacocinéticos (8).

Se debe tener un conocimiento claro y amplio no sélo
respecto del método de andlisis, sino también del disefio
experimental, del andlisis estadistico y de labiotransformacién
de los farmacos, para determinar sila molécula a estudiar es la
del farmaco o la del metabolito, el tiempo de muestreo y la
muestra biolégica m4s apropiada para el estudio.

II. CARACTERISTICAS DE LA METODOLOGIA
ANALITICA

1. Generalidades

El poder determinar, identificar y cuantificar uno o todos
los componentes de la muestra en estudio (farmaco, productos
de degradacién, metabolitos) mediante un método de andlisis
adecuado, es fundamental para lograr el objetivode un estudio
de estabilidad o de biodisponibilidad. En los estudios de
estabilidad, los productos de degradaci6n aislados e identifi-
cados deben serevaluados farmacolégica y toxicol6gicamente;
esta informacién es valiosisima para determinar los limites de
degradacién permitidos para el farmaco. Concomitantemente
el identificar y cuantificar los productos de degradacién,
permite reformular el disefio del medicamento y establecer las
condiciones de mantenimiento para asegurar su calidad.

Para un estudio de biodisponibilidad, el método de andlisis
debe ser lo suficientemente especifico y sensible, tanto para el
estudio de la disolucién de los medicamentos, lo cudl da una
primera informaci6n sobre las caracteristicas de la absorcién,
como para los estudios in vivo.

En el estudio de la disolucién, el método debe permitir
diferenciar entre el formaco y los demds componentes de la
formulacién, y en el estudio in vivo, el método permitird
diferenciar entre el farmaco, los metabolitos y los componen-
tes endégenos de la muestwa. Desde luego el método deberd
detectar los niveles minimos de concentracién tanto en el caso
de la disolucién del formaco a partir del medicamento, como
en el estudio de biodisponibilidad.

Los resultados obtenidos in vitroe in vivo son comparados
con el objeto de estudiar, si hay o no correlacién enwe la
velocidad de disolucién y los niveles plasméticos. A partir de
las concentraciones plasmadticas, obtenidas de muestras de
voluntarios sanos, secalculan los pardmetwros farmacocinéticos
del farmaco o del metabolito activo y también, a partir de las
concentraciones plasmaticas se pueden ajustar los regimenes
posolégicos para alcanzar los niveles plasmaticos adecuados
en un paciente determinado (11).

2. Diseiio y Evaluacion del Método de Analisis

Para disefiar o modificar un método de anélisis, para un
estudio de estabilidad o de biodisponibilidad, es indispensable
conocer ampliamente el comportamiento de la molécula del
farmaco, del producto de degradacién y del metabolito, basan-
dose en su estructura carbonada, en sus grupos funcionales, en
su configuracién espacial y en sus propiedades quimicas,
fisicas y biolégicas.

Con esta informacion, en el caso de un estudio de estabi-
lidad, se pueden predecir las posibles rutas de degradaci6n del
farmacocomotal, oen presenciadelosauxiliares de formulacién
propios de la férma farmacéutica (12).

De acuerdo alas propiedades quimicas, fisicas y biolégicas
del farmaco y a sus probables productos de degradacién o de

"biowansformacién se procede a disefiar el método para el

farmaco intacto, para los productos de degradacién, para los
metabolitos o para el formaco y los productos de degradacién
o para el farmaco y los metabolitos simultdneamente.

Ademds, del disefio del método de anélisis, para un estudio
debiodisponibilidad, es fundamental conocerlarutametabdlica
del firmaco, no solamente para predecir los posibles
metabolitos, sino para seleccionar la muestra bioldgica ade-
cuada parala detecci6n y para la cuantificacién del farmaco y/
0 sus metabolitos.

Dentro de la gran variedad de métodos de anélisis conoci-
dos para compuestos quimicos estructuralmente definidos, los
métodos instrumentales son los m4s ampliamente empleados
para estudios de estabilidad y de biodisponibilidad de medica-
mentos (3, 13).
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3. Validacion de los Atributos del Método

La necesidad de estar cada vez més cerca del método de
andlisis 6ptimo, con el objeto de hacer un seguimiento de la
calidad del medicamento como indicador de su eficacia y su
seguridad, exige que continuamente se esté investigando,
actualizando y revalidando la metodologia analitica. Se
debera disponer de la evidencia experimental y documentada
sobre la consistencia y la funcionalidad del método para las
aplicaciones propuestas, lo cual exige un disefio experimental
apropiado y un tratamiento estadistico de los resultados (10,
14, 15, 16).

El método debe ser validado respecto a laespecificidad, la
cantidad minima detectable, 1a cantidad rainima cuantificable,
la sensibilidad, la precision, la linealidad, la exactitud y la
robustez (2, 3,4, 17). El método validado paraun medicamen-
to, un farmaco, un producto de degradacién o de
biotransformacién en una muestra determinada no garantiza
que pueda ser utilizado indiscriminadamente para cualquier
clase de muestra.

3.1 Especificidad o Selectividad

La especificidad del método de anélisis es un atributo o
propiedad, por la cual la respuesta obtenida corresponde
exclusivamente al compuesto que se desea detectar y cuanti-
ficar, sin ninguna interferencia por parte de los demds compo-
nentes de la muestra.

La composici6n de la muestra utilizada para un estudio de
estabilidad o de biodisponibilidad, generalmente es compleja
y puede estar constituida por varios principios activos con los
posibles contaminantes como los residuales de la sintesis, los
productos de degradacién, los productos de biowransformacion,
los auxiliares de formulacién olos componentes endégenos de
la muestra biolégica.

Hay quienes diferencian entre especificidad y selectivi-
dad; laselectividad hace referencia a la situacion en la cual la
muestra es compleja y el método tiene la propiedad de dar una
respuesta claramente diferenciada para cada uno de los com-
ponentes de la muestra (18). Un ejemplo de un método
selectivo, es el caso de un método cromatografico eficiente,
porque éste es capaz de separar cada uno de los componentes
de la muestra dando una seifial caracteristica para cada uno de
los compuestos (tiempo de retenci6n t orelacién de frentesR ).

La especificidad puede ejemplificarse con el andlisis de
una muestra constituida por dos fenoles, timol y eugenol. Si
lamuestra se hace reaccionar con 2,6 dicloroquinon clorimida
a pH bisico, se produce una reaccién enwe el fenol no
sustituido en posicién para (timol) y la 2,6 dicloroquinon

clorimida. El producto de la reaccién es un complejo de color
azuly su intensidad puede cuantificarse a 620 nm. Este es un
ejemplo de una reaccion especifica porque solamente el fenol
no sustituido en posicién para produce la reaccién.

OH CH3 o*
OCH3 ClI ! (o]}
+ +
OH
CH,-CH=CH, HaC™ 'CH, NCI
EUGENOL TIMOL 2,6-DICLOROQUINON
CLORAMIDA
H3C, CHj;
OH
: N
CH3
COMPLEJO COLOREADO
A = 620 nm

En los aspectos relacionados con la validacién de métodos
de andlisis, se habla de especificidad mds que de selectividad.

Los métodos de andlisis descritos en las farmacopeas,
generalmente se fundamentan en las propiedades o en la
reactividad de los grupos funcionales de las moléculas. Si
estos grupos funcionales se conservan en los productos de
degradaci6n o de biowransformacién, los métodos no serdn
especificos para un estudio de estabilidad o de
biodisponibilidad.

La evaluacién de la especificidad de un método de andlisis
para un estudio de estabilidad o de biodisponibilidad, se hace
adicionando a la mueswra (medicamento, fArmaco o muestra
biol6gica) cantidades conocidas de los productos de degrada-
cién o de biotransformacién.

La especificidad del método de andlisis para los estudios
de estabilidad o de biodisponibilidad es una condicion sin la
cual no se justifica la validacion de los demds atributos del
método.

3.2 Cantidad minima detectable o Limite de deteccion.

La cantidad minima detectable de un compuesto, por un
método de andlisis, hace referencia a la concentracién méds
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baja del compuesto en estudio, que es posible detectar con
certeza, es decir, que se puede diferenciar de la respuesta dada
por el blanco (ruido del blanco), cuando se desarrolla el
procedimiento analitico completo con el blanco; por debajode
esta concentracion es imposible la deteccién. El blanco est4
formado por todos los componentes de la muestra, menos el
compuesto objeto de estudio. Enlaliteratura hay una marcada
tendencia a confundir los conceptos sobre cantidad minima
detectable y sensibilidad, es decir, que varios investigadores
consideran como sinénimos estos dos atributos del método
(15, 17, 18, 20). En algunos casos, la cantidad minima
detectable es determinada intuitivamente y esto compromete
la validez del método, en otros casos puede estar bien definido
elestudio paradeterminareste pardametro, pero si lametodologia
estadistica no es la apropiada, el método puede ser deficiente.

La probabilidad de aceptar una respuesta como correspon-
diente a un valor de concentraciéon minima detectable, cuando
ésto no es asi, (error 8) es igual a la probabilidad de rechazar
la respuesta considerando que no corresponde a la cantidad
minima detectable cuando si lo es (error ). En esta situacion
particular, los dos errores tienen la misma probabilidad de
ocurrir (14, 16).

La definicién de cantidad minima detectable se basa en
métodos estadisticos; el limite de deteccin es generalmente
determinado en funcién de la media (Y ) de larespuesta dada
por el blanco (ruido) cuando se le aplica el método completo
y por la desviacién estdndar (s) o variabilidad del método
cuando se le aplica al blanco. La mayoria de los investigado-
res, que se ocupan de la definicién y del estudio de la cantidad
minima detectable, estdn de acuerdo en que este valor se logra
con gran precisién cuando la respuesta producida por esa
concentracién corresponde al valor medio de la respuesta del
blanco (¥ ), si ésta presenta una distribucién normal, mds tres
desviaciones estdndar (s); es decir: Y +3s. Por debajodeeste
valor de respuesta no se puede diferenciar entre la respuesta
del blanco y la respuesta dada por la cantidad minima del
compuesto (19, 20, 21, 22).

También se acepta como cantidad minima detectable, a la
concentracién del compuesto cuya respuesta, después de apli-
car el método completo, es igual a tres veces la sefial del ruido
o respuesta producida por el blanco, cuando se aplica el
método completo al blanco, es decir que la respuesta de la
cantidad minima detectable es igual a3 § (23).

Dependiendo de la naturaleza y de las caracteristicas del
producto en estudio, por ejemplo la determinacion de trazas,
ladeteccién de productos de degradacidn de naturaleza téxica,
o la deteccién de metabolitos biol6gicamente activos, el
investigador ola instancia reguladora correspondiente fijar4el

criterio para calcular la cantidad minima detectable, para el
método que se estd proponiendo.

3.3 Cantidad minima cuantificable o Limite de cuantificacion

Lacantidadminimacuantificable, o limite de cuantificacion
de un compuesto ha sido definida como la concentracién mas
baja de uncompuestoque puede ser cuantificado, con un grado
de confianza previamente establecido. Como en el caso de la
cantidad minimadetectable, estos valores de concentracion se
calculan a partir del valor de la media ( ¥ ) de varias réplicas
del blanco (por lo menos 6) desarrollando en cada caso el
método completo, y su desviacién estdndar (s). Se ha estable-
cidoquelacantidad minima cuantificable es igual a laconcen-
tracién del compuesto cuya respuesta, cuando se aplica el
método completo, corresponde al valor de lamedia (¥ ) + 10
desviaciones estdndar (s): § + 10s (19, 20, 23, 24). La
respuesta dada por este valor de concentracién debe cumplir
con los criterios de exactitud y de precision.

Algunos investigadores proponen como cantidad minima
cuantificable la concentracion del compuesto cuya respuesta
corresponda a diez veces el valor de la media del valor del
blanco o ruido del blanco, es decir igual a 10 (23).

Es importante sefialar, que de acuerdo al método instru-
mental se definen estos valores, por ejemplo, en el caso de la
espectrofotometria de absorcidn se acepta que concentracio-
nes cuya respuesta en funcién de absorbancia den valores por
debajo de 0,1, presentan desviaciones a la ley de Lambert-
Beer. Es decir, que en estos métodos la cantidad minima
cuantificableestd definida por la concentracién cuyarespuesta
estd proxima a un valor de absorbancia de 0,1.

En los procesos de validacién, muy pocas veces se hace
referencia a la cantidad maxima cuantificable y este valor
también es muy importante en la definicién del método, pues
por encima de este valor de concentracidn pueden presentarse
desviaciones negativas o positivas a la respuesta. En el caso
de los métodos espectrofotométricos de absorcién al
ultravioleta, al visible y al infrarrojo, la cantidad maxima
cuantificable debe presentar un valor de absorbancia cercano
a0,85.

Se acostumbra también a calcular la cantidad minima
cuantificable a partir de la ecuacién de larecta para el método,
ajustada por minimos cuadrados, con la cual se calcula la
respuestapara una concentraciéon Oy ladesviacién estandar de
la respuesta a la concentracién 0. Se hace un andlisis de
regresion, se calcula nuevamente la ecuacién de la recta y a
partir de esta expresion, se determina la cantidad minima
cuantificable (17).
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Las cantidades minimas y mdximas cuantificables estdn
estrechamente relacionadas con lo que en la literatura se
denomina rango lineal o limites de concentracién, dentro de
los cuales el método presenta regresién lineal y con la sensi-
bilidad del método.

En todo método de andlisis, particularmente en los méto-
dos disefiados para los estudios de estabilidad y de
biodisponibilidad, es fundamental establecer la cantidad mini-
ma detectable y la cantidad minima cuantificable. Es necesa-
rio utilizar metodologfas fundamentadas en consideraciones
estadisticas, para que los resultados tengan la validez necesa-
ria, que permita con certeza afirmar o negar la presencia de
concentraciones minimas de un producto de degradacién del
farmaco, de niveles minimos de absorcién de un firmaco o de
sus productos de biotransformacién. De unresultado como los
sefialados, depende la aceptacién o modificacién del disefio,
del desarrolloy de las condicionesde conservacién del fAormaco
o del medicamento para asegurar su estabilidad y su
biodisponibilidad.

3.4 Sensibilidad del método

Lasensibilidad de un método de anélisis es una caracteris-
ticaindependiente de la concentracién y muchas veces ha sido
considerada como sinénimo de “cantidad minima detectable”
(16, 17, 18, 25). La sensibilidad es la particularidad del
método de presentar un gran cambio en la respuesta cuando
hay un pequefio cambio en la concentracién. Este valor serd
constante entre los limites de concentracién dentro de los
cuales el método presenta regresion lineal. La sensibilidad del
método estd dada por la pendiente de la curva de calibracién
y corresponde al cociente entre ladiferencia de dos valores de
la variable dependiente o respuesta instrumental y la diferen-
cia de los respectivos valores de concentracién o variable
independiente.

Sensibilidad = pendiente = (y,-y,) / (x, - X))

Y, Y, s valores de variable dependiente
X, 3 X, s valores de variable independiente

Las unidades corresponden a las respectivas unidades de
las dos variables. Es claro entonces que la sensibilidad no es
sinénimo de cantidad minima detectable.

Evidentemente, dos métodos pueden presentar el mismo
valor de cantidad minima detectable pero tener diferente
sensibilidad. Por ejemplo, si un compuesto puede ser cuanti-
ficado colorimétricamente por el método A y por el método B
y la cantidad minima detectable (x,) es la misma para los dos
métodos, pero el valor de larespuestaes mayor para el método
B (y,) que para el método A (y,), la sensibilidad del método B

es mayor que ladel método A, dentro de los mismo valores de
concentracion.

<
-
=

RESPUESTA INSTRUMENTAL

< <
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e
X

b
-

CONCENTRACION

FIGURA N° 1. Comparacion de la sensibilidad de dos
métodos, A y B, para un valor de concentracion x,

De acuerdo a la eswuctura molecular del compuesto en
estudio, especialmente de los grupos funcionales, es posible
obtener derivados a partir de una concentracién dada del
compuesto y de una concentracién de un reactivo apropiado.
Los derivado en general incrementan la sensibilidad de la
respuesta.
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