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LA INSTRUMENTACION QUIMICA EN EL SEGUIMIENTO
DE LA CALIDAD DE LOS PRODUCTOS
FARMACEUTICOS

1.INTRODUCCION

La relacion entre el desarrollo de la
instrumentacion empleada para el analisis qui-
mico y el avance -de la investigacion en las
ciencias puras y aplicadas, particularmente de
las Ciencias Quimico Farmacéuticas, en todas
sus areas, es bastante clara.

La busqueda permanente de nuevos farmacos,

el conocimiento de la estabilidad, de su”

biodisponibilidad, de los procesos de biotrans-
formacion, del mecanismo de accion, de los
efectos secundarios, de la toxicidad, requiere de
una instrumentacion con la cual se logre una
informacion mas exacta y precisa, a partir de
cantidades minimas de muestra, es decir, que se
necesita estar cada vez mas cerca de la
especificidad de la respuesta con métodos sufi-
cientemente sensibles.

A su vez ha sido necesario el desarrollo de la
teoria de los principios fundamentales, en los
cuales se basan los sistemas de la medida
instrumental, cuyos comienzos datan desde prin-
cipios de siglo, como los trabajos de Tswett en
el campo de la cromatografia, hasta los desarro-
llos de los sistemas mas modernos, los cuales
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incluyen la introduccion del microprocesador y
la automatizacion del instrumental mas reciente

Este trabajo cientifico permanente y continua-
do, ha sido siempre reconocido por la comuni-
dad cientifica, otorgandoles a los investigadores
ese galardon tan preciado, como lo es el Premio
Nobelen las 4reas de lafisica y de laquimica. Se
puede mencionar como ejemplo a Bloch y
Purcell por sus aportes en €l campo de la reso-
nancia magnética nuclear, a Jaroslav
Heyrovsky en el campo de la polarografia y a
Martin y Synge por sus investigaciones en la
cromatografia de gases.

Todos estos avances en el desarrollo de la
instrumentacion, hacen posible la separacion de
los componentes de una muestray la determina-
cion de las propiedades fisicas y quimicas de las
moléculas quimicamente puras, para establecer
de manera inequivoca su estructura.

Se trata entonces de desarrollos cientificos que
se retroalimentan: las ciencias fisicas, quimi-
cas, biologicas y de la salud requieren de instru-
mentos cada vez mas sofisticados y precisos, a
lo cual responde el desarrollo y el avance de la
instrumentacion; y a su vez estos logros permi-
ten profundizar y avanzar cada vez mas en las
ciencias puras y aplicadas.
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2.LA INSTRUMENTACION Y LAS CIEN-
CIAS QUIMICO FARMACEUTICAS

Es bien sabido que la respuesta instrumental, no
es otra cosa que la medida de una propiedad
fisica propia de la estructura de la molécula
quimicamente definida o de un derivado deter-
minado a partir de ésta y que la magnitud de la
respuesta es funcion de su concentracion.

Sin temor a equivocaciones, se puede afirmar
que el andlisis quimico instrumental, esta
involucrado en la investigacion necesaria para
que los medicamentos cumplan con el postula-
do inherente a su funcion, en cuanto a que deben
ser eficaces y seguros, lo cual esta relacionado
con su calidad.

El proceso empieza con el diseiio y el desarrollo
de la molécula del farmaco, continia con su
sintesis quimica o biotecnologica, la investiga-
cion preclinica y clinica, el diseiio, el desarrollo
y la produccion del medicamento, el seguimien-
to continia hasta cuando llega al paciente y
prosigue en la etapa de posmercadeo. Setrata de
un proceso dinamico, lo cual contribuye al se-
guimiento de la calidad del medicamento.

2.1 DESARROLLO DE UN METODO DE
ANALISIS

Para disefiar o modificar un método de analisis,
es fundamental conocer los aspectos relaciona-
dos con la instrumentacion que se va a utilizar,
con la naturaleza del compuesto objeto de estu-
dio y con las caracteristicas de la muestra.

Con relacion al instrumento, se debera tener un
conocimiento completo sobre el fundamento de
su funcionamiento, la potencialidad de su uso,
sus limitaciones y sobre la calibracion del mis-
mo.

Respecto a la molécula, se debera allegar la

informacion completa sobre las propiedades
fisicoquimicas inherentes a su estructura. Todas
las moléculas organicas, alifaticas o aromaticas,
pueden absorber de manera selectiva radiacion
electromagnética, porque en los enlaces senci-
llos, dables o triples, de su estructura carbonada
y de los grupos funcionales estan comprometi-
dos los electrones o, © y ademas los electrones
n de valencia o electrones no compartidos, los
cuales en condiciones experimentales determi-
nadas, pueden ser excitados a niveles de energia
superiores; ademas las moléculas pueden vibrar
y rotar sobre su centro de gravedad. Lo anterior
hace posible que las moléculas absorban ener-
gia electromagnética de la region ultravioleta
(UV), visible (VIS) e infrarroja (IR). De acuer-
do a sus caracteristicas moleculares, los com-
puestos quimicamente definidos ademas de ab-
sorber energia pueden transformarla y emitirla,
dando lugar al fenémeno de la luminiscencia,
siendo la fluorescencia el mas importante desde
el punto de vista analitico.

La gran mayoria de los farmacos son de natura-
leza aromatica o heterociclica, con grupos fun-
cionales donadores o aceptores de electrones,
los cuales influencian las propiedades fisicoqui-
micas de lamolécula y a la vez pueden reaccio-
nar quimicamente, para dar lugar a derivados
con el objeto de incrementar la especificidad y
la sensibilidad del método.

La aromaticidad de una molécula, relacionada
con su densidad electronica, puede ser modifi-
cada de diferente manera, lo cual incide en la
absorcion de la energia al UV y en la
fluorescencia de las moléculas. Los factores
que pueden producir estas modificaciones son:
La fusion de nucleos bencénicos a nucleos
bencénicos, la fusion de nicleos bencénicos a
nucleos heterociclicos, lo cual incrementa la
absorcion al ultravioleta y la fluorescencia.
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Algunos grupos funcionales como: nitro,
carbonilo, azometilo, nitrilo, carboxilo,
halégenos, tienden a disminuir la absorcion al
ultravioleta y la fluorescencia de la molécula,
debido a la deslocalizacion de los electrones en
los nucleos bencénicos o heterociclicos. Los
grupos funcionales croméforos donadores de
electrones como amino, dimetilamino, cadenas
alifaticas, alcoxi, fenoxi, tienden a incrementar
la absorcion al UV y la fluorescencia de la
molécula, por incremento de la densidad elec-
tronica del nicleo aromatico.

Esto que se ha sefialado de manera sencilla,
permite ubicarse en los métodos
espectrofotométricos de absorcion al UV, Vis
eIRyenel método de absorcion y de emision:
La espectrofluorometria.

Pero ademas de la estructura carbonada, de los
grupos funcionales, de las transiciones electro-
nicasy delavibraciony delarotacionmolecular,
los nucleos de algunos dtomos, dependiendo de
su espin nuclear, como el Hy el C?, cuando se
colocan en un campo magnético determinado,
tienen la propiedad de absorber radiaciones de
una determinada radiofrecuencia y dependien-
do del entorno de estos atomos en la molécula,
dan lugar a los espectros de resonancia mag-
nética nuclear protonica o de C", muy impor-
tantes para la diagnosis estructural.

De igual manera las moléculas en condiciones
experimentales apropiadas, a través de diferen-
tes métodos (impacto de electrones, ionizacion
quimica) pueden ser convertidas en iones ga-
seosos, los cuales son separados en funcion de
su masa y de su carga originando los espectros
de masa, de los cuales se obtiene informacion
valiosa para su identificacion, ademas del peso
molecular.

La asimetria molecular ofrece la posibilidad de
utilizar métodos dpticos como la polarimetria,
el dicroismo circular y la dispersion optica
rotatoria. Los dos ultimos permiten obtener
informacion estructural til, respecto a la confi-
guracion de los substituyentes angulares en los
anillos y a la localizacion de algunos grupos
funcionales, principalmente en compuestos
como esteroides, terpenos y otros.

Dadas las caracteristicas electroquimicas de las
moléculas, éstas pueden ser oxidorreducibles y
como tales, pueden analizarse empleando mé-
todos electrométricos como la polarografia.

Cualquiera de las posibles alternativas plantea-
das, esta limitada en la practica por su
especificidad y su sensibilidad y para que la
informacion obtenida tenga utilidad, los com-
puestos a analizar deben estar puros.

El gran aporte de los métodos de separacion, en
particular de los métodos cromatograficos en
todas sus modalidades, es el poder separar y
cuantificar simultineamente los componentes
de una muestra y en el caso de un medicamento,
lamuestrapuede ser el farmaco y sus metabolitos,
el farmaco y sus productos de degradacion, el
farmaco y sus excipientes o el farmaco y sus
contaminantes.

Una consecuencia de la gran importancia de los
métodos cromatograficos en todas sus moda-
lidades y de acuerdo a los ultimos avances, ha
sido la adopcion a partir de los ultimos diez
afios, de un gran niimero de ensayos y de valo-
raciones cromatograficas, para evaluar la pure-
za y para la cuantificacion de varios farmacos y
excipientes.

En el caso particular de la Farmacopea America-
na, en su ultima edicion se han adicionado tres
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capitulos nuevos sobre: Impurezas Ordina-
rias, Impurezas en Compuestos Oficiales e
Impurezas Organicas Volitiles; éste altimo
oficializado en el suplemento N° 3 de julio de
1990

Como en los demas métodos instrumentales, es
necesario conocer las propiedades fisicas y qui-
micas de las moléculas, con el objeto de selec-
cionar la modalidad mas apropiada
(cromatografia en capa fina, cromatografia
en capa fina de alta eficiencia, cromatografia
liquida de alta eficiencia o cromatografia de
gases) de acuerdo al mecanismo por el cual
ocurre la separacion: adsorcion, reparto, inter-
cambio i6nico o filtracion molecular. Cualquie-
raque sea lamodalidad, la finalidad es lamisma;
lograr la separacion de los componentes de la
muestra.

Una vez separados los compuestos, existe toda
una gama de posibilidades para su deteccion de
acuerdo a la propiedad que se desee medir y asi
se dispone de diferentes clases de detectores
especificos o universales, destructivos o no
destructivos. Se tiene asi los espectro-
fluorodensitometros, para la cromatografia en
capa fina; detectores para el UV, el Vis con
arreglo de diodos, detector espectrofluo-
rométrico, electroquimicos y de indice de
refraccion para la cromatografia liquida de alta
eficiencia o detectores de conductividad térmi-
ca, de ionizacion como los de llama de hidroge-
no, de captura de electrones, para nitrogeno y
fosforo, o de ionizacion quimica o dé¢ impactode
electrones como el espectrometro de masas para
la cromatografia de gases.

Si la eleccion de los posibles métodos ins-
trumentales, para la identificacion de la molécu-
la estan relacionados con su estructura, la elec-
cion del método para la cuantificacion, ademas
esta limitado por la especificidad y la sensibili-

dad del mismo y ésto en buena parte esta condi-
cionado a la complejidad de la muestra y a la
concentracion de los componentes.

A partir de la informacion sobre la
instrumentacion, sobre la molécula objeto de
estudio y sobre las caracteristicas de la muestra,
se diseiia el método de analisis y se comprueba
y se demuestra experimentalmente que funcio-
na para lo cual fue disefiado, es decir que el
método debe ser validado.

La necesidad de estar cada vez mas cerca del
método Optimo, especifico, sensible, exacto y
preciso con el objeto de garantizar la eficacia y
la seguridad del medicamento, a través del
seguimiento de la calidad, exige que continua-
mente se esté investigando, revaluando y
adecuando las metodologias establecidas.

Con el avance en el desarrollo de la
instrumentacion, de l1a industria electronicay de
la sistematizacion, ésta es cada vez mas sensible
y automatizada, se dispone de varias alternati-
vas posibles y se puede afirmar que en la actua-
lidad, esta al alcance del investigador la
instrumentacion apropiada, para que de una
manera minuciosa pueda separar, identificar y
cuantificar cualquier compuesto.

3. VALIDACION DEL METODO DE
ANALISIS

El disefio o la adecuacion del método de analisis
como resultado del estudio minucioso de la
molécula del farmaco, del producto o productos
de degradacion, de los productos de
biotransformacion, de los contaminantes, de los
posibles residuales de sintesis, de los excipientes,
de las condiciones de la muestra y del
instrumental apropiado, es solamente parte del
problema. Para que el método pueda ser utiliza-
do en el seguimiento de la calidad de los medi-
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camentos es esencial demostrar experimental-
mente,que el método es consistente y que fun-
ciona para las aplicaciones analiticas disefiadas,
es decir, que el método debe ser validado. El
método validado para un compuesto en una
muestra determinada, no garantiza que pueda
utilizarse indiscriminadamente para cualquier
clase de muestra.

Las variables analiticas que configuran el pro-
ceso de validaci(’)n?_‘ generalmente son: la
especificidad o selectividad, la cantidad minima
detectable o limite de deteccion, la cantidad
minima cuantificable o limite de cuantificacion,
la sensibilidad, la exactitud, la precision, la
linealidad y la solidez o robustez del método.

Existen varios niveles de validacion del méto-
do, el mas simplificado es aquel en el cual
interviene un experimentador, un s6lo laborato-
rio y el mismo experimentador prepara sus pro-
pias muestras, hasta el nivel mas complejo, en el
cual se hace la validacion a través de estudios
colaborativos entre varios laboratorios, varios
experimentadores, con muestras divididas y
durante varios dias.

Se conocen varios criterios y formas de evaluar
cada una de las variables que permiten validar el
método; cualquiera que sea la modalidad, debe
ser exigente y rigurosa y debera definir de ma-
nera clara y precisa el procedimiento a seguir,
los parametros estadisticos y los criterios de
aceptacion.

Dada la variabilidad de las respuestas que pue-
den obtenerse, en cada uno de los procedimien-
tos seguidos para la validacion del método, es
necesario hacer una evaluacion estadistica de
los resultados obtenidos, la cual dependera del
disefio experimental utilizado. Un buen disefio
experimental, debe permitir reducir al minimo

las variables y su influencia debe ser igual para
todas las unidades experimentales.

Es pertinente seiialar las limitaciones de las
conclusiones estadisticas, recordando los dos
errores que se pueden cometer:

1.Error de tipo I o Error a,, el cual consiste en
rechazar una hipdtesis verdadera. La probabili-
dad para este error debe ser fijada por el inves-
tigador y generalmente se trabaja con probabi-
lidades de error del 5% (p = 0,05 0o a =0,05) o
del 1% (p= 0,01 0 2 =0,01).

2.Error de tipo Il o Error B, el cual consiste en
aceptar una hipdtesis falsa. La probabilidad de
cometer este error es desconocida para el inves-
tigador y se incrementa al disminuir el error oc.

Aliniciar el proceso de validacion de cualquiera
de los atributos del método, el investigador
definira o planteara el procedimiento en los
siguientes términos:

1. Proponer la hipétesis de nulidad.

2. Fijar la probabilidad de error de tipo a.
3. Realizar el experimento.
4,

Desarrollar los calculos matematicos para el
estadistico relacionado con la hipétesis.

5. Comparar el estadistico con su distribucion
normal y observar si cae en la zona de recha-
Zo.

6. Rechazar o no rechazar la hipdtesis.

3.1 VALIDACION DE LOS ATRIBUTOS
QUE DEFINEN EL METODO

;3-1.1 ESPECIFICIDAD O SELECTIVI-
DAD

Un método analitico es especifico, cuando la
respuesta obtenida corresponde exclusivamen-
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te al compuesto que se esta detectando y cuan-
tificando (farmaco, producto de degradacion,
metabolitos, contaminantes, residuales de sinte-
sis, impurezas, otros), es decir, que no se presen-
ta ninguna clase de interferencia por parte de los
demas componentes de la muestra.

3.1.2 CANTIDAD MINIMA DETECTA-
BLE O LIMITE DE DETECCION

La cantidad minima detectable por un método
analitico, hace referencia a la concentracion
mas baja del compuesto en estudio, que es
posible detectar con certeza, cuando se utiliza el
procedimiento analitico completo. El valor de
la respuesta de la concentracion minima
detectable, de acuerdo a varios criterios, corres-
ponde a la media de la respuesta del blanco
(ruido), cuando se le aplica el método completo,
mas tres desviaciones estandar.

3.1.3 CANTIDAD MINIMA CUANTIFI-
CABLE O LIMITE DE CUANTIFICACION

Es la cantidad minima de compuesto que se
puede cuantificar a partir de la muestra, cuando
se aplica el método completo. La cantidad
minima cuantificable debe cumplir con los con-
ceptos de exactitud y de precision. La cantidad
minima cuantificable corresponde a la concen-
tracion cuya respuesta, después de haber aplica-
do el método completo a la muestra, es igual a la
media de la respuesta del blanco (ruido) mas
diez desviaciones estandar.

3.1.4 SENSIBILIDAD

La sensibilidad de un método es una funcion de
la concentracion, estd determinada por la pen-
diente de la curva de calibracion (respuesta
instrumental Vs. concentracion) y corresponde
a la variacion en la respuesta cuando hay un
pequeiio cambio en la concentracion.

3.1.5 EXACTITUD

La exactitud de un método analitico, se define
como la diferencia entre el valor verdadero de la
concentracion aceptado como referencia y el
valor obtenido experimentalmente. La exacti-
tud del método esta asociada a los errores siste-
maticos. Existen varios criterios para el calculo
de la exactitud, entre los cuales es muy conocido
el criterio de W. J. Younden. Se requiere dispo-
ner de varias muestras con cantidades conocidas
del compuesto en estudio y después de aplicar el
método se grafican los resultados, asi: cantidad
encontrada Vs. cantidad adicionada. Debera
obtenerse la linea de regresion calculada por el
método de minimos cuadrados con pendiente
= 1 e intercepto = 0. El estudio estadistico de
esta variable analitica, consiste en el analisis de
varianza (ANOVA) para la regresion lineal, la
prueba de convergencia al origen (intercepto
= 0 la prueba para la pendiente (pendiente = 1).
Si el método tiene dos sesgos, es decir, que la
recta de mejor ajuste tiene un intercepto
significativamente diferente de cero y una pen-
diente significativamente diferente de uno, debe
considerarse como inadecuado.

Otra forma de evaluar la exactitud, es mediante
el célculo del porcentaje de recuperacion, adi-
cionando cantidades conocidas del compuesto
(farmaco, producto de degradacion, producto
de biotransformacion, residuales, otros) a un
blanco (reactivo o reactivos y excipientes o
reactivos y componentes endégenos) se desa-
rrolla el método por el mismo experimentador y
se obtienen las respuestas. El cociente de la
cantidad encontrada y de la cantidad adicionada
se expresa en porcentaje. Se conoce este valor
como porcentaje de recuperacion. Se calcula el
coeficiente de variacion CV, la media de todos
los valores (10) y los limites de confianza para
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un error a de 0,05 6 0,01 y para n-1 grados de
libertad.

Es deseable que el porcentaje de recuperacion
sealo mas cercano al 100%, sinembargo, no hay
nada establecido sobre cual debe ser este valor.
Cada experimentador, dependiendo de la clase
de analisis (analisis de trazas, limites de toleran-
cia, otros) fija el valor deseable. Lo importante
es que el porcentaje de recuperacion sea repro-
ducible (preciso) cada vez que se aplica el mé-
todo. En la literatura, se encuentran otros méto-
dos para la evaluacion de la exactitud.

3.1.6. PRECISION

La precision de un método analitico esté asocia-
da a los errores aleatorios y esta dada por el
grado de concordancia entre los resultados indi-
viduales, (reproducibilidad del método) cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a dife-
rentes muestreos provenientes de una muestra
homogénea. Corrientemente se expresa como
desviacion estindar o coeficiente de varia-
cion o desviacion estiandar relativa. Es una
medida del grado de reproducibilidad del méto-
do analitico bajo condiciones de operacion nor-
males. Los ensayos deben ser anilisis indepen-
dientes de muestras (alicuotas) aplicando todo
el procedimiento analitico desde la preparacion
de la muestra hasta el calculo final.

3.1.7. LINEALIDAD

La linealidad se define como la propiedad del
método para dar respuestas que son directamen-
te, 0 a través de una transformacion matematica,
proporcionales a la concentracion del compues-
to analizado, dentro de un intervalo (rango) de
concentraciones.

La linealidad de un sistema se estudia constru-
yendo una curva de calibracion, utilizando va-
rias concentraciones (tres 0 mas) a partir de la

misma solucion patron, trabajando por lo menos
dos réplicas de cada dilucion (concentracion).

La linealidad del método se estudia con blancos
(reactivos y excipientes, o reactivos y compo-
nentes endogenos), adicionados del compuesto
en estudio (farmaco, productos de degradacion,
metabolitos, otros), por lo menos tres concen-
traciones diferentes, por triplicado cada una. se
traza la recta de mejor ajuste por el método de
minimos cuadrados. La ecuacion de la recta es

=a+bxenlacuala=0. Elestudio estadistico
de esta variable analitica tanto para el sistema
como para el método, consiste en realizar el
analisis de varianza para la regresion lineal y
que la pendiente b es significativamente dife-
rente de cero ( hay regresion). Ademas la recta
debe ser convergente al origen, es decir que el
valor del intercepto a no es significativamente
diferente de cero, para lo cual se debe plantear la
hipotesis para la ordenada al origen

3.1.8. SOLIDEZ O ROBUSTEZ

La solidez o robustez del método analitico se
define como el grado de reproducibilidad de los
resultados obtenidos para las mismas muestras
bajo variadas condiciones, como diferentes ex-
perimentadores, con diferentes instrumentos,
con diferentes lotes de reactivos, a diferentes
temperaturas, a diferentes pH, etc.

El estudio estadistico para esta variable analiti-
ca consiste en realizar un andlisis de varianza
correspondiente a un experimento con varios
factores de clasificacion, con réplicas para estu-
diar la significancia de las fuentes de variacion
y el error residual.
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