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Salud y seguridad

Nota importante

Tanto los productos quimicos contenidos
en el GPHF-Minilab™ asi como los farma-
cos que van a ser analizados contienen
sustancias peligrosas. Por este motivo, las
personas que trabajan directamente con el
Minilab y las personas que los asisten deben
seguir en detalle las instrucciones dadas en
este manual y en el manual principal para
evitar riesgos potenciales en la salud como
resultado del contacto accidental con estas
sustancias o farmacos respectivamente.

Se debe tener cuidado con el manejo de
productos quimicos y farmacos para evitar
la produccion excesiva de polvos y vapores
en la atmésfera. Un extractor de aire debe
ser utilizado en los momentos de mayor
produccién de gases o vapores. En caso de
no tener a disposicion un extractor, este
puede ser reemplazado por una ventilacion
simple pero suficiente.

Sintomas tales como somnolencia, pro-
blemas respiratorios, nauseas o dermatitis
deben ser reportados con prontitud a los
supervisores, especialmente, luego de una

pérdida accidental al derramar grandes
cantidades de disolventes organicos.

Si al haber derramado o salpicado liquidos,
se afectan la piel o los ojos, se deben lavar
con abundante agua, reportar al supervisor
y si es necesario a los médicos locales para
recibir la atencién apropiada.

Se deben usar trajes y lentes de proteccion
cuando se trabaje con soluciones agresivas,
por ejemplo, acidos fuertes o soluciones
alcalinas.

Utilice ropa de proteccion, p.ej. un mandil/
delantal y gafas de seguridad, antes de comen-
zar cualquier trabajo de comprobacion de la
calidad de los medicamentos. Ldvese bien las
manos y la cara después del trabajo.
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Primer cribado de las deficiencias del producto mediante ensayos fisicos

. ENSAYOS FiSICOS

Durante la inspeccién visual, busque las
deficiencias en el etiquetado, el envasado
y las formas de dosificacién, tal como se
indica en los capitulos introductorios del
manual principal, e informe de los resul-
tados. Considere la posibilidad de hacer
fotografias, por ejemplo, con la camara de
un teléfono inteligente. Cada comprimido
masticable, soluble o de liberacién sostenida
suele contener 200, 300, 400 6 600 mg de
carbamazepina por base libre. Se sabe que

existen otras dosis. Verifique el peso total
de los comprimidos o el peso de llenado
de las cépsulas utilizando la balanza elec-
trénica de bolsillo suministrada. Todas las
formulaciones de comprimidos y capsulas de
carbamazepina de liberacién répida también
deben pasar el ensayo de desintegracion
descrita al principio del manual principal.
Deberan desintegrarse en agua a 37 °C en
menos de 30 minutos. Si un farmaco de
liberacion rapida no pasa el ensayo, es una
deficiencia importante.

II.  RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos a
precios extremadamente bajos o para los
cuales los documentos acompafiantes faltan
0 no son los correctos, asi como aquellos con
defectos en su forma farmacéutica, defectos
en el envase o con etiquetas incompletas,
dafiadas o que faltan; o con etiquetado en
otros idiomas o los medicamentos conser-
vados en malas condiciones deberan ser
sometidos a un ensayo cromatogréfica en
capa fina.
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Verificacion de la identidad y la cantidad mediante cromatografia en capa fina

PRINCIPIO

La carbamazepina se extrae de los comprimidos o capsulas con una cantidad conocida de
metanol y, a continuacién, se comprueba su identidad y contenido mediante cromatografia
en capa fina (CCF) frente a un agente de referencia adecuado.

II.  EQUIPOS Y REACTIVOS

1) Mano de mortero

2) Papel aluminio

3) Embudo

4) Espatula

5) Cinta adhesiva

6) Rotulador

7) Léapizy regla

8) Viales de 10 ml

9) Juego de pipetas graduadas
(Ta25ml)

10) Juego de frascos de vidrio de labora-
torio (25 a 100 ml)

11) Placas Merck CCF de aluminio con
recubrimiento de gel de silice 60 F
tamafio 5 x 10 cm

12) Microcapilares de vidrio de 2 pl de
capacidad

13) Cuba cromatografica
(frasco de 500 ml)

14) Plancha de calefaccién

15) Papel de filtro

16) Tijeras

17) Pinza

18) Luz ultravioleta de 254 nm

19) Luz ultravioleta de 366 nm

20) Tolueno

21) Metanol

22) Acetato de etilo

23) Solucién de acido sulfirico al 96%

24) Agente de referencia, p. ej. compri-
midos de carbamazepina de 200 mg

2547
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PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DEL ESTANDAR

La preparacién de la solucion madre del estandar requiere de un producto auténtico usado
como agente de referencia, por ejemplo, comprimidos que contengan 200 mg de carba-
mazepina. Se envuelve el comprimido usada como referencia en papel aluminio y se reduce
a polvo fino usando la mano de mortero. Vaciar cuidadosamente el contenido del papel
aluminio en un frasco de vidrio de laboratorio de 25 ml y enjuagar todas las cantidades
de polvo restantes con 10 ml de metanol usando una pipeta graduada. Cerrar el frasco de
laboratorio y agitar durante unos tres minutos hasta que se disuelva la mayor parte de los
sélidos. Se deja reposar la solucién por unos cinco minutos mas, hasta que los residuos no
disueltos se asienten en el fondo del frasco. La solucién obtenida debe contener 20 mg de
carbamazepina total por ml y se debe rotular ‘Solucién madre del estandar de carbama-
zepina’. Para cada ensayo se preparara una nueva solucion. Se continta trabajando con el
liquido claro o turbio obtenido.

IV.  PREPARACION DE LA SOLUCION Pipetear 0,5 ml de la solucién madre del estandar en un vial de 10 ml y afiadir 9,5 ml de
ESTANDAR DE TRABAJO AL 100% metanol. Cerrar y agitar el vial. La soluciéon obtenida debe contener T mg de farmaco total
(LIMITE SUPERIOR) por ml y etiquetarse como ‘Solucion estdndar de trabajo de carbamazepina al 100%".

Esta solucion estandar de trabajo representa un farmaco de buena calidad con un contenido
de 100% de carbamazepina.

V. PREPARACION DE LA SOLUCION Pipetear 0,5 ml de la solucién madre del estandar en un vial de 25 ml y afadir 12 ml de
ESTANDAR DE TRABAJO AL 80% metanol utilizando pipetas graduadas adecuadas. Cerrar y agitar el vial. La solucién obte-
(LIMITE INFERIOR) nida debe contener 0.8 mg de carbamazepina total por ml y etiquetarse como ‘Solucion

estdndar de trabajo de carbamazepina al 80%’.

Esta solucién estandar de trabajo representa un producto farmacolégico de baja calidad y
bajo contenido de carbamazepina de solo 80% de lo indicado en la etiqueta del producto.
En la investigacion actual, este nivel de carbamazepina representa el limite inferior aceptable
para un producto dado. Los limites de la farmacopea no se aplican en nuestro contexto.

VI.  PREPARACION DE LA SOLUCION Tomar un comprimido entero o una capsula de un medicamento adecuado muestreado

MADRE DE LA MUESTRA A
PARTIR DE UN PRODUCTO QUE
DICE CONTENER 200 MG DE
CARBAMAZEPINA POR UNIDAD

300 MG DE CARBAMAZEPINA POR
UNIDAD

400 MG DE CARBAMAZEPINA POR
UNIDAD

600 MG DE CARBAMAZEPINA POR
UNIDAD

en el campo. Como es habitual, los comprimidos se envuelven en papel de aluminio y se
trituran hasta obtener un polvo fino. Transfiera todo el polvo obtenido a un frasco de vidrio
de laboratorio de 25 ml. El polvo obtenido de las capsulas de muestra debe colocarse direc-
tamente en el frasco afiadiendo en Gltimo lugar los tapones vacios y las carcasas del cuerpo.
Para la extraccion, afada 10 ml de metanol utilizando una pipeta graduada adecuada. A
continuacion, cerrar el frasco y agitar durante unos tres minutos hasta que se disuelva la
mayor parte de los sélidos. Dejar reposar la solucién durante otros cinco minutos hasta que
los residuos no disueltos se asienten bajo el liquido sobrenadante.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml, afiadir 15 ml de metanol con una pipeta graduada adecuada
y extraer la carbamazepina. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml, afiadir 20 ml de metanol con una pipeta graduada adecuada
y extraer la carbamazepina. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 50 ml, afiadir 30 ml de metanol con una pipeta graduada adecuada
y extraer la carbamazepina. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Todas las soluciones madre de muestra producidas deben contener finalmente 20 mg de
carbamazepina total por ml y ser etiquetadas como ‘Solucion madre de la muestra de
carbamazepina’. Estas soluciones se preparan frescas para cada ensayo. Siga trabajando
con los liquidos sobrenadantes claros o turbios.
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VIL.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE
TRABAJO DE LA MUESTRA

Pipetear 0,5 ml de la solucién madre de la muestra a un vial de 10 ml y afiadir 9,5 ml de
metanol. Cerrar y agitar el vial; etiquetarlo como ‘Solucién de trabajo de la muestra de
carbamazepina’.

La concentracién esperada de carbamazepina en la solucion de trabajo de la muestra es
de 1T mg por ml. Deberia corresponderse con la concentracién de carbamazepina descrita
antes para la solucién estandar de trabajo superior.

VIIIl. APLICACION DE LAS MUESTRAS

Marque una linea de origen paralela a unos 1.5 cm del borde inferior de la placa croma-
tografica y aplique 2 ul de cada solucién de ensayo y del estdandar como se muestra en la
imagen de al lado, utilizando las pipetas microcapilares suministradas.

Pueden colocarse hasta cinco manchas en una placa. Comprobar la uniformidad de todas
las manchas utilizando luz UV de 254 nm. Todas las manchas deben tener forma circular
y estar igualmente espaciadas a lo largo de la linea de origen. Aunque sus intensidades
pueden diferir, sus didmetros nunca deberian hacerlo. Las diferentes intensidades se deben
a cantidades residuales de excipientes o a diferentes concentraciones de principios activos
en las soluciones de la muestra. Una diferencia en el tamafio de las manchas se debe a una
mala siembra de las muestras. Repita este paso si no se consigue una siembra homogénea
de las muestras la primera vez.

Seque suavemente las manchas. Para ello, mantenga la cromatoplaca con la pinza suminis-
trada en la corriente de aire caliente directamente encima de la placa calefactora durante
unos 15 segundos. Agite constantemente la placa de CCF y, cada vez que la cromatoplaca
se desplace hacia abajo, deje que su parte inferior toque la superficie de la placa calefactora
durante fracciones de segundo.

IX.

DESARROLLO DEL CROMATOGRAMA

Utilizando pipetas graduadas adecuadas, afiada 10 ml de acetato de etilo, 8 ml de tolueno
y 2 ml de metanol al frasco que se utilizara como cuba cromatogréfica. Cerrar la cuba y
mezclar bien. Forrar la pared de la cuba con papel de filtro y esperar unos 15 minutos,
asegurando asi la saturacion de la cuba con vapor de disolvente. Colocar con cuidado la
placa de CCF cargada en el frasco. Cerrar el frasco y desarrollar la placa hasta que el frente
del disolvente se haya desplazado unas tres cuartas partes de la longitud de la placa, siendo
el tiempo de desarrollo de unos 12 minutos. Retire la placa CCF de la cuba, marque el
frente de disolvente y deje que el exceso de disolvente se evapore por secado suave. Para
ello, mantenga la cromatoplaca con la pinza suministrada en la corriente de aire caliente
directamente encima de la placa calefactora durante unos dos minutos. Agitar constante-
mente la placa de CCF y, cada vez que la cromatoplaca se desplace hacia abajo, dejar que
su lado inferior toque la superficie de la placa calefactora durante fracciones de segundo.

X.

DETECCION DE LOS AGENTES
ACTIVOS

Después de secar todos los residuos de disolvente, ver la placa de cromatografia bajo luz
ultravioleta a 254 nm con la ldmpara accionada por bateria suministrada. Para una mayor
identificacion de la carbamazepina, manchar la cromatoplaca fresca con acido sulfarico y
calentar. Para ello, llene el vaso de plastico de 250 ml suministrado con 190 ml de metanol,
seguidos de 10 ml de solucién de acido sulfdrico al 96%, y mezcle bien. Dejar enfriar la
mezcla y sumergir la placa cromatogréfica en la solucién de coloracién con la cara inferior
primero. Retirar inmediatamente la placa de la solucién y dejar escurrir el exceso de liquido
sobre una toalla de papel. Limpie el liquido restante de la parte posterior de la placa y seque
toda la solucién de coloracién durante unos 30 a 60 segundos a temperatura méaxima en
la placa caliente suministrada. Tras retirar la placa cromatografica de la placa calefactora,
observar la placa manchada bajo luz UV a 254 y 366 nm en la oscuridad.
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PLACA CROMATOGRAFICA VISTA BAJO
LUZ ULTRAVIOLETA DE 254 NM

Recorrido No. 1:
Estandar superior de trabajo representando
100% de contenido de carbamazepina

Recorrido No. 2:
Farmaco de buena calidad con contenido
aceptable en carbamazepina

Recorrido No. 3:
Farmaco de calidad deficiente con conte-
nido inaceptable bajo en carbamazepina

Recorrido No. 4:
Estandar inferior de trabajo representando
80% de contenido de carbamazepina

1.0 Frente del solvente
0.8
Las mismas manchas de car-
bamazepina observadas a
la luz UV de 254 nm tras la
06 coloracién con acido sulfirico
0.4 .
Manchas de carbamazepina
Las mismas manchas de car-
0.2 bamazepina observadas a
la luz UV de 366 nm tras la
coloracion con &cido sulfdrico
0.0 —_— e — Linea de origen
1 2 3 4

XI. . OBSERVACIONES HECHAS A 254 NM

Una mancha oscura a una distancia de recorrido de aproximadamente 0.37 indica la pre-
sencia de carbamazepina en la solucion de ensayo. Otras manchas fuertes generadas por
la solucién de ensayo apuntarian a otros farmacos o a la degradacién de carbamazepina,
siendo este Gltimo caso mas probable cuando se asocia a una mancha principal mas pequefia.
Una mancha principal mas pequefia de la solucion de ensayo también puede indicar un
contenido pobre de carbamazepina y una mancha ausente puede indicar una ausencia
total de carbamazepina. Los excipientes presentes en varios productos acabados pueden
causar manchas mas débiles que migran hasta el frente del disolvente o permanecen cerca
o en la linea de origen.

XIl.  OBSERVACIONES HECHAS A LA
LUZ UV DE 254 Y 366 NM TRAS
EL MANCHADO CON ACIDO
SULFURICO

Cuando la placa cromatografica se tifie con acido sulfurico y al calor, no se observan man-
chas de carbamazepina a la luz del dia. Sin embargo, si la placa teida se irradia con luz
ultravioleta de 254 y 366 nm en una habitacion oscura, todas las manchas de carbama-
zepina muestran ahora una fluorescencia extremadamente fuerte, que apenas se observa
con ningun otro principio activo farmacéutico.

XIll. RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

La mancha de carbamazepina en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo debe
corresponder en términos de color, tamario, intensidad, forma y distancia de recorrido al
cromatograma obtenido con las soluciones estandar alta y baja. Este resultado debe obte-
nerse con cada método de deteccion. Si ese no es el caso, se debe repetir el ensayo desde
el principio con una segunda muestra. El lote es rechazado, si el contenido del agente activo
no puede verificarse en el tercer ensayo. Para obtener una segunda opinion, se refieren
muestras adicionales a un laboratorio profesional de control de calidad de farmacos. Las
muestras se retienen y el lote se pone en cuarentena hasta que se haya tomado una decision
final respecto a liberar o rechazar el producto. A efectos de documentacién, tome fotos de
todas las lecturas con una camara digital o un smartphone.
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Primer cribado de las deficiencias del producto mediante ensayos fisicos

ENSAYOS FISICOS

Durante la inspeccién visual, busque las defi-
ciencias en el etiquetado, el envasado y las
formas de dosificacién, tal como se indica en
los capitulos introductorios del manual princi-
pal, e informe de los resultados. Considere la
posibilidad de hacer fotografias, por ejemplo,
con la camara de un teléfono inteligente.
Cada comprimido suele contener 10 0 25 mg
de empaglifozina. Cuando se combina con
linagliptina, la dosis se reduce a5 012,5 mg
de empaglifozina. Las combinaciones de

dosis fijas de metformina no estan aprobadas
en la Unién Europea. Verifique el peso total de
los comprimidos o el peso de llenado de las
capsulas utilizando la balanza electrénica de
bolsillo suministrada. Todas las formulaciones
de comprimidos y capsulas de empaglifozina
de liberacién rapida también deben pasar el
ensayo de desintegracién descrita al principio
del manual principal. Deberan desintegrarse
en agua a 37 °C en menos de 30 minutos. Si

Il.  RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos a
precios extremadamente bajos o para los
cuales los documentos acompafiantes faltan
0 no son los correctos, asi como aquellos con
defectos en su forma farmacéutica, defectos
en el envase o con etiquetas incompletas,
dafadas o que faltan; o con etiquetado en
otros idiomas o los medicamentos conser-

vados en malas condiciones deberan ser
sometidos a un ensayo cromatografica en
capa fina.

un farmaco de liberacién rapida no pasa el
ensayo, es una deficiencia importante.

©
.E
N
O
-
=)
S
o
£
i

Verificacion de la identidad y la cantidad mediante cromatografia en capa fina

PRINCIPIO

Combinada o no con linagliptina, la empaglifozina se extrae de los comprimidos o capsulas
con una cantidad conocida de metanol y, a continuacién, se comprueba su identidad y
contenido mediante cromatografia en capa fina (CCF) frente a un agente de referencia
adecuado.

II.  EQUIPOS Y REACTIVOS

13) Cuba cromatografica
(frasco de 500 ml)

14) Plancha de calefaccién

15) Papel de filtro

1) Mano de mortero
2) Papel aluminio
3) Embudo

4) Espatula

5) Cinta adhesiva 16) Tijeras

6) Rotulador 17) Pinza

7) Léapizy regla 18) Luz ultravioleta de 254 nm
8) Viales de 10 ml 19) Tolueno

9) Juego de pipetas graduadas 20) Metanol

(1 a25ml)

10) Juego de frascos de vidrio de labora-
torio (25 a 100 ml)

11) Placas Merck CCF de aluminio con
recubrimiento de gel de silice 60 F
tamafio 5 x 10 cm

12) Microcapilares de vidrio de 2 pl de
capacidad

21) Butan-1-ol

22) Acetato de etilo

23) Amoniaco en solucion al 25%

24) Solucién de acido acético al 96%

25) Solucién de acido sulftrico al 96%

26) Agua destilada/grifo/embotellada

27) Agente de referencia, p. ej. compri-
midos de empaglifozina de 25 mg

254

. PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DEL ESTANDAR

La preparacion de la solucién madre del estandar requiere de un producto auténtico usado
como agente de referencia, por ejemplo, comprimidos que contengan 25 mg de empagli-
fozina. Se envuelve el comprimido usada como referencia en papel aluminio y se reduce
a polvo fino usando la mano de mortero. Vaciar cuidadosamente el contenido del papel
aluminio en un frasco de vidrio de laboratorio de 25 ml y enjuagar todas las cantidades
de polvo restantes con 10 ml de metanol usando una pipeta graduada. Cerrar el frasco de
laboratorio y agitar durante unos tres minutos hasta que se disuelva la mayor parte de los
s6lidos. Se deja reposar la solucion por unos cinco minutos mas, hasta que los residuos no
disueltos se asienten en el fondo del frasco. La solucion obtenida debe contener 2,5 mg
de empaglifozina total por mly se debe rotular ‘Solucién madre del estandar de empagli-
fozina’. Para cada ensayo se preparara una nueva solucion. Se continda trabajando con el
liquido claro o turbio obtenido.

Una Guia Concisa de Control de Calidad de Farmacos Esenciales y otros Medicamentos - Ampliacion 2024




PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 100%
(LIMITE SUPERIOR)

La solucién madre del estandar no requiere de dilucién posterior, ya presenta la concen-
tracién final de trabajo de 2,5 mg de empaglifozina total por ml. Para una manipulacion
méas comoda, parte del liquido sobrenadante puede transferirse a un nuevo vial de 10 ml.

Esta solucion estandar de trabajo representa un farmaco de buena calidad con un conte-
nido de 100% de empaglifozina.

PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 80%
(LIMITE INFERIOR)

Pipetear 2 ml de la solucién madre del estandar en un vial de 10 ml y afiadir 0,5 ml de
metanol utilizando pipetas graduadas adecuadas. Cerrar y agitar el vial. La solucion obtenida
debe contener 2 mg de empaglifozina total por ml y etiquetarse como ‘Solucion estandar
de trabajo de empaglifozina al 80%".

Esta solucion estandar de trabajo representa un producto farmacoldgico de baja calidad y
bajo contenido de empaglifozina de solo 80% de lo indicado en la etiqueta del producto.
En la investigacién actual, este nivel de empaglifozina representa el limite inferior aceptable
para un producto dado. Los limites de la farmacopea no se aplican en nuestro contexto.

VI.

PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DE LA MUESTRA A
PARTIR DE UN PRODUCTO QUE
DICE CONTENER 5 MG DE
EMPAGLIFOZINA POR UNIDAD

10 MG DE EMPAGLIFOZINA POR
UNIDAD

12,5 MG DE EMPAGLIFOZINA POR

UNIDAD

25 MG DE EMPAGLIFOZINA POR
UNIDAD

Tomar dos comprimidos enteros o cépsulas de un medicamento adecuado muestreado
en el campo. Como es habitual, los comprimidos se envuelven en papel de aluminio y
se trituran hasta obtener un polvo fino. Transfiera todo el polvo obtenido a un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml. El polvo obtenido de las capsulas de muestra debe colocarse
directamente en el frasco afiadiendo en dltimo lugar los tapones vacios y las carcasas del
cuerpo. Para la extraccion, afiada 4 ml de metanol utilizando una pipeta graduada adecuada.
A continuacion, cerrar el frasco y agitar durante unos tres minutos hasta que se disuelva
la mayor parte de los sélidos. Dejar reposar la solucién durante otros cinco minutos hasta
que los residuos no disueltos se asienten bajo el liquido sobrenadante.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml, afiadir 4 ml de metanol con una pipeta graduada adecuada
y extraer la empaglifozina. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml, afiadir 5 ml de metanol con una pipeta graduada adecuada y
extraer la empaglifozina. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o cépsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml, afiadir 10 ml de metanol con una pipeta graduada adecuada
y extraer la empaglifozina. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Combinada o no con linagliptina, todas las soluciones madre de muestra producidas deben
contener finalmente 2,5 mg de empaglifozina total por mly ser etiquetadas como ‘Solucion
madre de la muestra de empaglifozina’. Estas soluciones se preparan frescas para cada
ensayo. Siga trabajando con los liquidos sobrenadantes claros o turbios.

VII.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE

TRABAJO DE LA MUESTRA

Las soluciones madre de la muestra no requieren dilucién adicional, puesto que ya repre-
sentan la concentracion de trabajo final de 2,5 mg de empaglifozina por ml. Si han sido
preparadas a partir de farmacos de buena calidad, las concentraciones de empaglifozina de
estas soluciones deberan corresponder a la concentracién de empaglifozina de la solucién
estandar de trabajo superior elaborada arriba. Para facilitar la manipulacién, parte del liquido
sobrenadante puede transferirse a un vial de 10 ml.
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VIIIl. APLICACION DE LAS MUESTRAS

Marque una linea de origen paralela a unos 1.5 cm del borde inferior de la placa croma-
tografica y aplique 2 ul de cada solucién de ensayo y del estandar como se muestra en la
imagen de al lado, utilizando las pipetas microcapilares suministradas.

Pueden colocarse hasta cinco manchas en una placa. Comprobar la uniformidad de todas
las manchas utilizando luz UV de 254 nm. Todas las manchas deben tener forma circular
y estar igualmente espaciadas a lo largo de la linea de origen. Aunque sus intensidades
pueden diferir, sus didmetros nunca deberian hacerlo. Las diferentes intensidades se deben
a cantidades residuales de excipientes o a diferentes principios activos y concentraciones
de farmacos en las soluciones de muestra. Una diferencia en el tamafio de las manchas se
debe a una mala siembra de las muestras. Repita este paso si no se consigue una siembra
homogénea de las muestras la primera vez.

Por Gltimo, secar las manchas colocando la placa de CCF sobre la placa calefactora caliente
durante unos 15 segundos.

IX.

DESARROLLO DEL CROMATOGRAMA

Utilizando pipetas graduadas adecuadas, afiada 11 ml de acetato de etilo, 7 ml de metanol,
1 ml de tolueno y T ml de amoniaco en solucién al 25% al frasco que se utilizard como
cuba cromatogréfica. Esta fase movil «A» funciona rapidamente. Una fase mévil alternativa
«B» compuesta por 12 ml de butan-1-ol, 6 ml de agua y 3 ml de solucién de acido acético
al 96% funciona mas lentamente y necesita aproximadamente el doble de tiempo para el
desarrollo de la placa de CCF. Pero ayudara a generar mas informacion sobre la identifica-
cién y el contenido. Después de la preparacion de la fase mévil, cerrar la cdmara cada vez
y mezclar bien. Forrar la pared de la cuba con papel de filtro y esperar unos 15 minutos,
asegurando asi la saturacion de la cuba con vapor de disolvente. Colocar con cuidado la
placa de CCF cargada en el frasco. Cerrar el frasco y desarrollar la placa cromatografica
hasta que el frente de disolvente se haya desplazado unas tres cuartas partes de la longitud
de la placa, siendo el tiempo de desarrollo de unos 15 minutos para la fase mévil «A» y de
unos 40 minutos para la fase mévil «B». Retire la placa CCF de la cuba, marque el frente
de disolvente y deje que el exceso de disolvente se evapore por secado suave. Para ello,
mantenga la cromatoplaca con la pinza suministrada en la corriente de aire caliente direc-
tamente encima de la placa calefactora durante unos dos minutos. Agitar constantemente
la placa de CCF y, cada vez que la cromatoplaca se desplace hacia abajo, dejar que su lado
inferior toque la superficie de la placa calefactora durante fracciones de segundo.

X.

DETECCION DE LOS AGENTES
ACTIVOS

Después de secar todos los residuos de disolvente, ver la placa de cromatografia bajo luz
ultravioleta a 254 nm con la lampara accionada por bateria suministrada. Para una mayor
identificacion y cuantificacion de la empaglifozina, manchar la cromatoplaca fresca con
acido sulfurico y calentar. Para ello, llene el vaso de plastico de 250 ml suministrado con
190 ml de metanol, seguidos de 10 ml de solucién de &cido sulfdrico al 96%, y mezcle
bien. Dejar enfriar la mezcla y sumergir la placa cromatogréfica en la solucion de colora-
cién con la cara inferior primero. Retirar inmediatamente la placa de la solucién y dejar
escurrir el exceso de liquido sobre una toalla de papel. Limpie el liquido restante de la
parte posterior de la placa y seque toda la solucién de coloracién durante unos 30 a 60
segundos a temperatura maxima en la placa caliente suministrada. Tras retirar la placa
cromatografica de la placa calefactora, observe la placa manchada a la luz del dia.

XI.

OBSERVACIONES HECHAS A 254 NM

Fase movil «<A»: Una mancha muy débil a una distancia de recorrido de aproximadamente
0,43 indica la presencia de empaglifozina en la solucién de ensayo. Cuando se combina con
linagliptina aparece una mancha fuerte adicional por encima de la empaglifozina con un
valor de relacion de frentes de aproximadamente 0,63. La lactosa permanece en la linea de
origen y el manitol permanece invisible a una distancia de recorrido de aproximadamente
0,10 o inferior.

Fase movil «B»: Una mancha muy tenue a una distancia de recorrido de aproximadamente
0,69 indica la presencia de empaglifozina en la solucién de ensayo. Cuando se combina con
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PLACA CROMATOGRAFICA DE LA FASE
MOVIL «A» VISTA A LA LUZ DEL DIA
TRAS EL MANCHADO CON ACIDO
SULFURICO

Recorrido No. 1:
Estandar superior de trabajo representando
100% de contenido de empaglifozina

Recorrido No. 2:

Una combinacién de dosis fija de linagliptina
de buena calidad con un contenido acep-
table en empaglifozina

Recorrido No. 3:

Farmaco Unico de calidad deficiente con
contenido inaceptable bajo en empagli-
fozina

Recorrido No. 4:
Estandar inferior de trabajo representando
80% de contenido de empaglifozina

1.0 Frente del solvente
0.8
06 Mancha de Linagliptina

0.4 Manchas de empaglifozina

0.2

00__ & Linea de origen

¥

linagliptina aparece una mancha fuerte adicional debajo de la empaglifozina con un valor
de relacién de frentes de aproximadamente 0,41. Con esta fase movil, la lactosa mostrara
una distancia de recorrido de aproximadamente 0,14 y el manitol de aproximadamente
0,25 cuando se detectan de forma diferente.

XIl. OBSERVACIONES HECHAS A LA LUZ
DEL DIA TRAS EL MANCHADO CON
ACIDO SULFURICO

Cuando las placas cromatograficas de ambas fases méviles se tifien con acido sulfarico y se
calientan, todas las manchas de empaglifozina se vuelven gris-negras y visibles a la luz del
dia. Las manchas de linagliptina permanecen invisibles o se vuelven ligeramente rosadas.
Otras manchas fuertes generadas por la solucién de ensayo apuntarian a otros farmacos o
a la degradacion de empaglifozina, siendo este Gltimo caso mas probable cuando se asocia
a una mancha principal mas pequefia. Una mancha principal més pequefia de la solucion
de ensayo también puede indicar un contenido pobre de empaglifozina y una mancha
ausente puede indicar una ausencia total de empaglifozina. Los excipientes incorporados
en varios productos acabados pueden provocar manchas nulas, débiles o parcialmente
intensas que se desplazan hasta el frente del disolvente o que permanecen cerca o en la
linea de origen. Por ejemplo, la lactosa es aqui un formador de color muy fuerte y también
se hace visible. En contraste con la lactosa, el manitol es apenas visible, pero muestra una
fluorescencia extremadamente débil cuando la placa de CCF tefida se expone adicional-
mente a UV de 366 nm.

XIll. RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

La mancha de empaglifozina en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo debe
corresponder en términos de color, tamario, intensidad, forma y distancia de recorrido al
cromatograma obtenido con las soluciones estandar alta y baja. Este resultado debe obte-
nerse con cada método de deteccion. Si ese no es el caso, se debe repetir el ensayo desde
el principio con una segunda muestra. El lote es rechazado, si el contenido del agente activo
no puede verificarse en el tercer ensayo. Para obtener una segunda opinion, se refieren
muestras adicionales a un laboratorio profesional de control de calidad de farmacos. Las
muestras se retienen y el lote se pone en cuarentena hasta que se haya tomado una decision
final respecto a liberar o rechazar el producto. A efectos de documentacién, tome fotos de
todas las lecturas con una camara digital o un smartphone.
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Primer cribado de las deficiencias del producto mediante ensayos fisicos

ENSAYOS FISICOS

Durante la inspeccién visual, busque las defi-
ciencias en el etiquetado, el envasado y las
formas de dosificacién, tal como se indica en
los capitulos introductorios del manual prin-
cipal, e informe de los resultados. Considere
la posibilidad de hacer fotografias, por ejem-
plo, con la camara de un teléfono inteligente.
Cada comprimido soluble o de liberacion
controlada suele contener 30, 60 u 80 mg
de gliclazida. Se sabe que existen otras dosis
y coformulaciones con metformina. Verifique

el peso total de los comprimidos o el peso de
llenado de las capsulas utilizando la balanza
electrénica de bolsillo suministrada. Todas
las formulaciones de comprimidos y capsulas
de gliclazida de liberacién rapida también
deben pasar el ensayo de desintegracion
descrita al principio del manual principal.
Deberéan desintegrarse en agua a 37 °C en
menos de 30 minutos. Si un farmaco de
liberacion rapida no pasa el ensayo, es una

Il. ~ RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos a
precios extremadamente bajos o para los
cuales los documentos acompafiantes faltan
0 no son los correctos, asi como aquellos con
defectos en su forma farmacéutica, defectos
en el envase o con etiquetas incompletas,
dafiadas o que faltan; o con etiquetado en
otros idiomas o los medicamentos conser-

vados en malas condiciones deberan ser
sometidos a un ensayo cromatografica en
capa fina.

deficiencia importante.

Verificacion de la identidad y la cantidad mediante cromatografia en capa fina

PRINCIPIO

Combinado o no con clorhidrato de metformina, la gliclazida se extrae de los comprimi-
dos o cépsulas con una cantidad conocida de acetona y, a continuacién, se comprueba
su identidad y contenido mediante cromatografia en capa fina (CCF) frente a un agente
de referencia adecuado. Para una comprobacién rapida de la calidad de la metformina,
consulte el protocolo correspondiente.

II.  EQUIPOS Y REACTIVOS

13) Cuba cromatografica
(frasco de 500 ml)

1) Mano de mortero
2) Papel aluminio

3) Embudo 14) Plancha de calefaccién
4) Espatula 15) Papel de filtro

5) Cinta adhesiva 16) Tijeras

6) Rotulador 17) Pinza

18) Luz ultravioleta de 254 nm

19) Camara de manchado con yodo

20) Ninhidrina

21) Acetona

22) Metanol

23) Acetato de etilo

24) Solucién de amoniaco al 25%

25) Solucién de acido acético al 96%

26) Agente de referencia, p. ej. compri-
midos de gliclazida de 60 mg

7) Lapizy regla

8) Viales de 10 ml

9) Juego de pipetas graduadas
(1a25ml)

10) Juego de frascos de vidrio de labora-
torio (25 a 100 ml)

11) Placas Merck CCF de aluminio con
recubrimiento de gel de silice 60 F
tamafio 5 x 10 cm

12) Microcapilares de vidrio de 2 pl de
capacidad

254/

. PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DEL ESTANDAR

La preparacion de la solucién madre del estandar requiere de un producto auténtico usado
como agente de referencia, por ejemplo, comprimidos monofarmaco que contengan 60 mg
de gliclazida. Se envuelve el comprimido usada como referencia en papel aluminio y se
reduce a polvo fino usando la mano de mortero. Vaciar cuidadosamente el contenido del
papel aluminio en un frasco de vidrio de laboratorio de 25 ml y enjuagar todas las cantidades
de polvo restantes con 6 ml de acetona usando una pipeta graduada. Cerrar el frasco de
laboratorio y agitar durante unos tres minutos hasta que se disuelva la mayor parte de los
s6lidos. Se deja reposar la solucion por unos cinco minutos mas, hasta que los residuos no
disueltos se asienten en el fondo del frasco. La solucion obtenida debe contener 10 mg de
gliclazida total por mly se debe rotular ‘Solucién madre del estandar de gliclazida’. Para
cada ensayo se preparara una nueva solucion. Se continta trabajando con el liquido claro
o turbio obtenido.
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IV. PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 100%
(LIMITE SUPERIOR)

Pipetear T ml de la solucién madre del estandar en un vial de 10 mly afiadir 3 ml de acetona.
Cerrar y agitar el vial. La solucion obtenida debe contener 2,5 mg de farmaco total por ml
y etiquetarse como ‘Solucion estdandar de trabajo de gliclazida al 100%".

Esta solucion estandar de trabajo representa un farmaco de buena calidad con un contenido
de 100% de gliclazida.

V.  PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 80%
(LIMITE INFERIOR)

Pipetear 1T ml de la solucién madre del estandar en un vial de 10 ml y afiadir 4 ml de ace-
tona utilizando pipetas graduadas adecuadas. Cerrar y agitar el vial. La soluciéon obtenida
debe contener 2 mg de gliclazida total por ml y etiquetarse como ‘Solucién estandar de
trabajo de gliclazida al 80%".

Esta solucion estandar de trabajo representa un producto farmacolégico de baja calidad y
bajo contenido de gliclazida de solo 80% de lo indicado en la etiqueta del producto. En la
investigacion actual, este nivel de gliclazida representa el limite inferior aceptable para un
producto dado. Los limites de la farmacopea no se aplican en nuestro contexto.

VI.  PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DE LA MUESTRA A PARTIR
DE UN PRODUCTO QUE DICE
CONTENER 30 MG DE GLICLAZIDA
POR UNIDAD

60 MG DE GLICLAZIDA POR
UNIDAD

80 MG DE GLICLAZIDA POR
UNIDAD

Tomar un comprimido entero o una capsula de un medicamento adecuado muestreado
en el campo. Como es habitual, los comprimidos se envuelven en papel de aluminio y se
trituran hasta obtener un polvo fino. Transfiera todo el polvo obtenido a un frasco de vidrio
de laboratorio de 10 6 25 ml. El polvo obtenido de las capsulas de muestra debe colocarse
directamente en el frasco afiadiendo en dltimo lugar los tapones vacios y las carcasas del
cuerpo. Para la extraccién, afada 3 ml de acetona utilizando una pipeta graduada adecuada.
A continuacién, cerrar el frasco y agitar durante unos tres minutos hasta que se disuelva
la mayor parte de los sélidos. Dejar reposar la solucién durante otros cinco minutos hasta
que los residuos no disueltos se asienten bajo el liquido sobrenadante.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml, afiadir 6 ml de acetona con una pipeta graduada adecuada
y extraer la gliclazida. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml, afiadir 8 ml de acetona con una pipeta graduada adecuada
y extraer la gliclazida. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Combinado o no con clorhidrato de metformina, todas las soluciones madre de muestra
producidas deben contener finalmente 10 mg de gliclazida total por mly ser etiquetadas
como ‘Solucién madre de la muestra de gliclazida’. Estas soluciones se preparan frescas
para cada ensayo. Siga trabajando con los liquidos sobrenadantes claros o turbios.

VII. PREPARACION DE LA SOLUCION DE
TRABAJO DE LA MUESTRA

Pipetear 1 ml de la solucién madre de la muestra a un vial de 10 mly afiadir 3 ml de acetona.
Cerrar y agitar el vial; etiquetarlo como ‘Solucidn de trabajo de la muestra de gliclazida’.

La concentracion esperada de gliclazida en la solucion de trabajo de la muestra es de 2,5 mg
por ml. Deberia corresponderse con la concentracién de gliclazida descrita antes para la
solucién estandar de trabajo superior.

VIIIl. APLICACION DE LAS MUESTRAS

Marque una linea de origen paralela a unos 1.5 cm del borde inferior de la placa croma-
togréfica y aplique 2 ul de cada solucién de ensayo y del estandar como se muestra en la
imagen de la pagina siguiente, utilizando las pipetas microcapilares suministradas.

Pueden colocarse hasta cinco manchas en una placa. Comprobar la uniformidad de todas
las manchas utilizando luz UV de 254 nm. Todas las manchas deben tener forma circular
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y estar igualmente espaciadas a lo largo de la linea de origen. Aunque sus intensidades
pueden diferir, sus didmetros nunca deberian hacerlo. Las diferentes intensidades se deben
a cantidades residuales de excipientes o a diferentes principios activos y concentraciones de
farmacos en las soluciones de la muestra. Una diferencia en el tamario de las manchas se
debe a una mala siembra de las muestras. Repita este paso si no se consigue una siembra
homogénea de las muestras la primera vez.

Seque suavemente las manchas. Para ello, mantenga la cromatoplaca con la pinza suminis-
trada en la corriente de aire caliente directamente encima de la placa calefactora durante
unos 15 segundos. Agite constantemente la placa de CCF y, cada vez que la cromatoplaca
se desplace hacia abajo, deje que su parte inferior toque la superficie de la placa calefactora
durante fracciones de segundo.

IX.

DESARROLLO DEL CROMATOGRAMA

Utilizando pipetas graduadas adecuadas, afiada 15 ml de acetato de etilo, 5 ml de
metanol y 1 ml de solucién de amoniaco al 25% al frasco que se utilizard como cuba
cromatografica. Cerrar la cuba y mezclar bien. Forrar la pared de la cuba con papel de
filtro y esperar unos 15 minutos, asegurando asi la saturacién de la cuba con vapor de
disolvente. Colocar con cuidado la placa de CCF cargada en el frasco. Cerrar el frasco y
desarrollar la placa hasta que el frente del disolvente se haya desplazado unas tres cuartas
partes de la longitud de la placa, siendo el tiempo de desarrollo de unos 13 minutos.
Retire la placa CCF de la cuba, marque el frente de disolvente y deje que el exceso de
disolvente se evapore por secado suave. Para ello, mantenga la cromatoplaca con la pinza
suministrada en la corriente de aire caliente directamente encima de la placa calefactora
durante unos dos minutos. Agitar constantemente la placa de CCF y, cada vez que la
cromatoplaca se desplace hacia abajo, dejar que su lado inferior toque la superficie de la
placa calefactora durante fracciones de segundo.

X.

DETECCION DE LOS AGENTES
ACTIVOS

Después de secar todos los residuos de disolvente, ver la placa de cromatografia bajo luz
ultravioleta a 254 nm con la ldampara accionada por bateria suministrada. Para una mayor
identificacion y cuantificacion de la gliclazida, manchar la placa cromatogréfica con yodo
en la camara de yodo y con ninhidrina y el calor.

Si el residuo de yodo en la placa es minimo, la placa de yodo puede seguir utilizandose
para la coloracién con ninhidrina. Si hay mucho yodo en la placa cromatogréfica, el yodo
puede eliminarse calentando ligeramente la placa de CCF. Para la coloracién posterior, pesar
3 g de ninhidrina (unas 10 veces una espatula bien llena) y disolverla en una mezcla de
150 ml de metanol y 30 ml de solucién de acido acético al 96% en el vaso de precipitados
de 250 ml suministrado. Sumergir la placa cromatogréfica, primero la parte inferior, en la
solucién de coloracién utilizando unas pinzas. Sacar inmediatamente la placa de la solucién
y dejar escurrir el exceso de liquido sobre una toalla de papel. Espere otro minuto, limpie
el liquido residual de la parte posterior de la placa y, a continuacién, proceda a secar toda
la solucién de coloracién a pleno calor en la placa calefactora suministrada. Durante el
calentamiento, las manchas de gliclazida se haran gradualmente visibles a la luz del dia al
cabo de un minuto aproximadamente. El procedimiento de coloracién con ninhidrina se
muestra en la pagina 36 del manual principal. Tenga en cuenta que la piel contaminada
con la solucién de ninhidrina también se manchara. Sin embargo, esto no es peligroso para
la salud y las manchas purpuras desaparecen después de uno o dos dias.

XI.

OBSERVACIONES HECHAS A 254 NM

Una mancha débil a una distancia de recorrido de aproximadamente 0,29 indica la presencia
de gliclazida en la solucién de ensayo. Como el clorhidrato de metformina es insoluble en
acetona, no se aprecia una segunda mancha en las soluciones de ensayo procedentes de
coformulaciones de metformina. Cualquier residuo de metformina permaneceria en la linea
de origen. Otras manchas fuertes generadas por la solucién de ensayo apuntarian a otros
farmacos o a la degradacion de gliclazida, siendo este dltimo caso mas probable cuando
se asocia a una mancha principal mas pequefa. Una mancha principal mas pequeia de la
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PLACA CROMATOGRAFICA VISTA BAJO
LUZ ULTRAVIOLETA DE 254 NM

Recorrido No. 1:
Estandar superior de trabajo representando
100% de contenido de gliclazida

Recorrido No. 2:
Farmaco de buena calidad con contenido
aceptable en gliclazida

Recorrido No. 3:
Farmaco de calidad deficiente con conte-
nido inaceptable bajo en gliclazida

Recorrido No. 4:
Estandar inferior de trabajo representando
80% de contenido de gliclazida
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solucion de ensayo también puede indicar un contenido pobre de gliclazida y una mancha
ausente puede indicar una ausencia total de gliclazida. Los excipientes presentes en varios
productos acabados pueden causar manchas mas débiles que migran hasta el frente del
disolvente o permanecen cerca o en la linea de origen.

XII.  OBSERVACIONES HECHAS A LA LUZ
DEL DIA TRAS EL MANCHADO CON
YODO

Cuando la placa de cromatografia se tifie con yodo, todas las manchas de gliclazida obser-
vadas anteriormente a 254 nm adquieren un color marrén anaranjado y se hacen visibles
ala luz del dia. La coloracion con yodo ya es fuerte a la luz del dia y el rendimiento se hace
aln mayor cuando la placa de CCF se irradia de nuevo con luz UV de 254 nm.

XIII. OBSERVACIONES HECHAS A LA LUZ
DEL DIA TRAS EL MANCHADO CON
NINHIDRINA

Una vez eliminado el yodo restante de la placa de CCF por calentamiento, puede iniciarse
la coloracién con ninhidrina. Todas las manchas de gliclazida adquieren ahora un color
rojo rosado por el calor, al igual que el segundo plano de la placa cromatografica, aunque
afortunadamente ambas coloraciones tienen matices e intensidades diferentes.

XIV. RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

La mancha de gliclazida en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo debe
corresponder en términos de color, tamario, intensidad, forma y distancia de recorrido al
cromatograma obtenido con las soluciones estandar alta y baja. Este resultado debe obte-
nerse con cada método de deteccion. Si ese no es el caso, se debe repetir el ensayo desde
el principio con una segunda muestra. El lote es rechazado, si el contenido del agente activo
no puede verificarse en el tercer ensayo. Para obtener una segunda opinion, se refieren
muestras adicionales a un laboratorio profesional de control de calidad de farmacos. Las
muestras se retienen y el lote se pone en cuarentena hasta que se haya tomado una decision
final respecto a liberar o rechazar el producto. A efectos de documentacién, tome fotos de
todas las lecturas con una camara digital o un smartphone.
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7.117 Glimepirida

Primer cribado de las deficiencias del producto mediante ensayos fisicos

ENSAYOS FiSICOS

Durante la inspeccién visual, busque las defi-
ciencias en el etiquetado, el envasado y las
formas de dosificacion, tal como se indica en
los capitulos introductorios del manual prin-
cipal, e informe de los resultados. Considere
la posibilidad de hacer fotografias, por ejem-
plo, con la camara de un teléfono inteligente.
Cada comprimido o capsula suele contener
1, 2, 3, 4 o 6 mg de glimepirida. La glime-
pirida puede combinarse con metformina
afiadiendo 500 o incluso 1000 mg de sal de
clorhidrato de metformina al comprimido

o capsula. Se sabe que existen coformu-
laciones con otros agentes antidiabéticos,
por ejemplo, la pioglitazona. Verifique el
peso total de los comprimidos o el peso de
llenado de las capsulas utilizando la balanza
electrénica de bolsillo suministrada. Todas
las formulaciones de comprimidos y capsulas
de gliclazida de liberacién rapida también
deben pasar el ensayo de desintegracion
descrita al principio del manual principal.
Deberan desintegrarse en agua a 37 °C en

Il. ~ RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos a
precios extremadamente bajos o para los
cuales los documentos acompafiantes faltan
0 no son los correctos, asi como aquellos con
defectos en su forma farmacéutica, defectos
en el envase o con etiquetas incompletas,
dafiadas o que faltan; o con etiquetado en
otros idiomas o los medicamentos conser-
vados en malas condiciones deberan ser

menos de 30 minutos. Si un farmaco de
liberacién rapida no pasa el ensayo, es una
deficiencia importante.

sometidos a un ensayo cromatogréfica en
capa fina.

Verificacion de la identidad y la cantidad mediante cromatografia en capa fina

PRINCIPIO

La glimepirida se extrae de los comprimidos o capsulas con un volumen conocido de solucién
amoniacal de metanol y, a continuacién, se comprueba su identidad y contenido mediante
cromatografia en capa fina (CCF) en comparacion con un agente de referencia adecuado.
Cabe sefialar que, debido a la proporcion desfavorable de glimepirida y clorhidrato de
metformina (a menudo 1:500 a 1:1000), las coformulaciones correspondientes no pueden
procesarse con este método. Sélo por razones practicas, la pequefia cantidad de liquido
necesaria para la extraccion de glimepirida suele ser absorbida completamente por el polvo
obtenido de los comprimidos combinados pesados. Ademas, debido a la ligera deformacion
de la mancha, la cuantificacién de glimepirida a partir de combinaciones de metformina
de dosis fija es mas que dificil. Sin embargo, la preparacion de muestras y la obtencién de
resultados perfectos en el ensayo CCF a partir de monoformulaciones de glimepirida no
son un problema. Para una comprobacion rapida de la calidad de la metformina, consulte
el protocolo correspondiente.

II.  EQUIPOS Y REACTIVOS

1) Mano de mortero
2) Papel aluminio
3) Embudo

4) Espatula

5) Cinta adhesiva
6) Rotulador

7) Lapizy regla

12) Microcapilares de vidrio de 2 pl de
capacidad

13) Cuba cromatografica
(frasco de 500 ml)

14) Plancha de calefaccién

15) Papel de filtro

8) Viales de 10 ml 16) Tijeras
9) Juego de pipetas graduadas 17) Pinza
(1 a25ml) 18) Luz ultravioleta de 254 nm
10) Juego de frascos de vidrio de labora- 19) Tolueno
torio (25 a 100 ml) 20) Metanol

11) Placas Merck CCF de aluminio con
recubrimiento de gel de silice 60 F
tamano 5 x 10 cm

21) Acetato de etilo

22) Solucién de amoniaco al 25%

23) Agente de referencia, p. ej. compri-
midos de glimepirida de 6 mg

2547

ll. PREPARACION DEL DISOLVENTE DE
EXTRACCION

Para obtener la solucién de metanol amoniacal para la extraccion de glimepirida, trabajar con
una mezcla de una parte de solucién de amoniaco al 25 %y 39 partes de metanol. Cuando se
trabaja s6lo con dos muestras, la cantidad total de solucion de metanol amoniacal necesaria
para preparar las soluciones de control y de ensayo no supera los 20 ml. Para ello, mezclar
0,5 ml de solucién amoniacal al 25 % con 19,5 ml de metanol. Para cada muestra adicional,
preparar de 2 a 6 ml mas de liquido de extraccion.
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IV.

PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DEL ESTANDAR

La preparacién de la solucién madre del estandar requiere de un producto auténtico usado
como agente de referencia, por ejemplo, comprimidos monofarmaco que contengan 6 mg
de glimepirida. Se envuelve el comprimido usada como referencia en papel aluminio y se
reduce a polvo fino usando la mano de mortero. Vaciar cuidadosamente el contenido del
papel aluminio en un frasco de vidrio de laboratorio de 10 o 25 ml y enjuagar todas las
cantidades de polvo restantes con 6 ml de solucién de metanol amoniacal usando una
pipeta graduada. Cerrar el frasco de laboratorio y agitar durante unos tres minutos hasta
que se disuelva la mayor parte de los sélidos. Se deja reposar la solucién por unos cinco
minutos mas, hasta que los residuos no disueltos se asienten en el fondo del frasco. La solu-
cién obtenida debe contener 1 mg de glimepirida total por ml y se debe rotular ‘Solucién
madre del estandar de glimepirida’. Para cada ensayo se preparara una nueva solucién. Se
continuda trabajando con el liquido claro o turbio obtenido.

PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 100%
(LIMITE SUPERIOR)

La solucién madre del estandar no requiere de dilucién posterior, ya presenta la concen-
tracion final de trabajo de 1 mg de glimepirida total por ml. Para una manipulacién mas
cémoda, parte del liquido sobrenadante puede transferirse a un nuevo vial de 10 ml.

Esta solucion estandar de trabajo representa un farmaco de buena calidad con un contenido
de 100% de glimepirida.

VI.

PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 80%
(LIMITE INFERIOR)

Pipetear 2 ml de la solucién madre del estdndar en un vial de 10 ml y afiadir 0,5 ml de
solucién de metanol amoniacal utilizando pipetas graduadas adecuadas. Cerrar y agitar el
vial. La solucién obtenida debe contener 0,8 mg de glimepirida total por ml y etiquetarse
como ‘Solucién estdndar de trabajo de glimepirida al 80%".

Esta solucién estandar de trabajo representa un producto farmacolégico de baja calidad
y bajo contenido de glimepirida de solo 80% de lo indicado en la etiqueta del producto.
En la investigacion actual, este nivel de glimepirida representa el limite inferior aceptable
para un producto dado. Los limites de la farmacopea no se aplican en nuestro contexto.

VII.

PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DE LA MUESTRA A PARTIR
DE UN PRODUCTO QUE DICE
CONTENER 1 MG DE GLIMEPIRIDA
POR UNIDAD

2 MG DE GLIMEPIRIDA POR UNIDAD

3 MG DE GLIMEPIRIDA POR UNIDAD

4 MG DE GLIMEPIRIDA POR UNIDAD

Tomar dos comprimidos enteros o capsulas de un medicamento adecuado muestreado en el
campo. Como es habitual, los comprimidos se envuelven en papel de aluminio y se trituran
hasta obtener un polvo fino. Transfiera todo el polvo obtenido a un frasco de vidrio de labora-
torio de 10 0 25 ml. El polvo obtenido de las capsulas de muestra debe colocarse directamente
en el frasco anadiendo en Gltimo lugar los tapones vacios y las carcasas del cuerpo. Para la
extraccion, afnada 2 ml de solucién de metanol amoniacal utilizando una pipeta graduada
adecuada. A continuacion, cerrar el frasco y agitar durante unos tres minutos hasta que se
disuelva la mayor parte de los sélidos. Dejar reposar la solucién durante otros cinco minutos
hasta que los residuos no disueltos se asienten bajo el liquido sobrenadante.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 10 o 25 ml, afadir 2 ml de solucién de metanol amoniacal con
una pipeta graduada adecuada y extraer la glimepirida. Continuar trabajando como se ha
descrito anteriormente.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 10 o 25 ml, afadir 3 ml de solucién de metanol amoniacal con
una pipeta graduada adecuada y extraer la glimepirida. Continuar trabajando como se ha
descrito anteriormente.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 10 o 25 ml, afadir 4 ml de solucién de metanol amoniacal con
una pipeta graduada adecuada y extraer la glimepirida. Continuar trabajando como se ha
descrito anteriormente.
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6 MG DE GLIMEPIRIDA POR UNIDAD

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o céapsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 10 o 25 ml, afladir 6 ml de solucién de metanol amoniacal con
una pipeta graduada adecuada y extraer la glimepirida. Continuar trabajando como se ha
descrito anteriormente.

Combinado o no con otros agentes antidiabéticos, todas las soluciones madre de muestra
producidas deben contener finalmente 1 mg de glimepirida total por ml y ser etiquetadas
como ‘Solucién madre de la muestra de glimepirida’. Estas soluciones se preparan frescas
para cada ensayo. Siga trabajando con los liquidos sobrenadantes claros o turbios.

VIIl. PREPARACION DE LA SOLUCION DE

TRABAJO DE LA MUESTRA

Las soluciones madre de la muestra no requieren dilucién adicional, puesto que ya represen-
tan la concentracion de trabajo final de 1 mg de glimepirida por ml. Si han sido preparadas
a partir de farmacos de buena calidad, las concentraciones de glimepirida de estas soluciones
deberan corresponder a la concentracién de glimepirida de la solucién estandar de trabajo
superior elaborada arriba. Para facilitar la manipulacién, parte del liquido sobrenadante
puede transferirse a un vial de 10 ml.

IX.

APLICACION DE LAS MUESTRAS

Marque una linea de origen paralela a unos 1.5 cm del borde inferior de la placa croma-
tografica y aplique 2 pl de cada solucién de ensayo y del estdndar como se muestra en la
imagen de al lado, utilizando las pipetas microcapilares suministradas.

Pueden colocarse hasta cinco manchas en una placa. Comprobar la uniformidad de todas
las manchas utilizando luz UV de 254 nm. Todas las manchas deben tener forma circular
y estar igualmente espaciadas a lo largo de la linea de origen. Aunque sus intensidades
pueden diferir, sus didmetros nunca deberian hacerlo. Las diferentes intensidades se deben
a cantidades residuales de excipientes o a diferentes principios activos y concentraciones de
farmacos en las soluciones de la muestra. Una diferencia en el tamafio de las manchas se
debe a una mala siembra de las muestras. Repita este paso si no se consigue una siembra
homogénea de las muestras la primera vez.

Seque las manchas. Para ello, coloque la placa cromatografica sobre la placa calefactora
caliente durante unos 10 segundos.

X.

DESARROLLO DEL CROMATOGRAMA

Utilizando pipetas graduadas adecuadas, afiada 12 ml de tolueno, 8 ml de acetato de etilo,
4 ml de metanol y 0,05 ml de solucién de amoniaco al 25% al frasco que se utilizara como
cuba cromatogréfica. Cerrar la cuba y mezclar bien. Forrar la pared de la cuba con papel
de filtro y esperar unos 15 minutos, asegurando asi la saturaciéon de la cuba con vapor de
disolvente. Colocar con cuidado la placa de CCF cargada en el frasco. Cerrar el frasco y
desarrollar la placa hasta que el frente del disolvente se haya desplazado unas tres cuartas
partes de la longitud de la placa, siendo el tiempo de desarrollo de unos 12 minutos. Retire
la placa CCF de la cuba, marque el frente de disolvente y deje que el exceso de disolvente se
evapore por secado suave. Para ello, mantenga la cromatoplaca con la pinza suministrada
en la corriente de aire caliente directamente encima de la placa calefactora durante unos
dos minutos. Agitar constantemente la placa de CCF y, cada vez que la cromatoplaca se
desplace hacia abajo, dejar que su lado inferior toque la superficie de la placa calefactora
durante fracciones de segundo.

XI.

DETECCION DE LOS AGENTES
ACTIVOS

Después de secar todos los residuos de disolvente, ver la placa de cromatografia bajo luz
ultravioleta a 254 nm con la ldmpara accionada por bateria suministrada. Este método de
deteccién serd adecuado para la identificacién y cuantificacion de la glimepirida.
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PLACA CROMATOGRAFICA VISTA BAJO
LUZ ULTRAVIOLETA DE 254 NM

Recorrido No. 1:
Estandar superior de trabajo representando
100% de contenido de glimepirida

Recorrido No. 2:
Monofarmaco de buena calidad con conte-
nido aceptable en glimepirida

Recorrido No. 3:
Monofarmaco de calidad deficiente con
contenido inaceptable bajo en glimepirida

Recorrido No. 4:
Estandar inferior de trabajo representando
80% de contenido de glimepirida

1.0 Frente del solvente

0.8

0.6

0.4

- Manchas de glimepirida

0.2

0.0 _  __  ___  _____ lineadeorigen

1 2 3 4

XIl.  OBSERVACIONES HECHAS A 254 NM

Una mancha oscura a una distancia de recorrido de aproximadamente 0,28 indica la
presencia de glimepirida en la soluciéon de ensayo. Cuando se combina con clorhidrato de
metformina, aparece una mancha marcada de metformina en la linea de origen, y cuando
ademaés se combina con pioglitazona, aparece una tercera mancha con una pequefia cola a
una distancia de aproximadamente 0,38 directamente por encima de la mancha de glime-
pirida. La fase mévil consistente en una solucién de tolueno:acetato de etilo:acido acético
al 96% (12:8:1 v/v), en la que la pioglitazona se deposita por debajo de la glimepirida y
en la que la metformina se deposita de nuevo en la linea de origen, puede considerarse
ligeramente mejor para la separacion. Otras manchas fuertes generadas por la solucién de
ensayo apuntarian a otros farmacos o a la degradacion de glimepirida, siendo este Gltimo
caso mas probable cuando se asocia a una mancha principal mas pequefia. Una mancha
principal mas pequefia de la solucién de ensayo también puede indicar un contenido pobre
de glimepirida y una mancha ausente puede indicar una ausencia total de glimepirida. Los
excipientes presentes en varios productos acabados pueden causar manchas nulas o tenues
que migran hasta el frente del disolvente o permanecen cerca o en la linea de origen.

XIll. RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

La mancha de glimepirida en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo debe
corresponder en términos de color, tamario, intensidad, forma y distancia de recorrido al
cromatograma obtenido con las soluciones estandar alta y baja. Este resultado debe obte-
nerse con cada método de deteccion. Si ese no es el caso, se debe repetir el ensayo desde
el principio con una segunda muestra. El lote es rechazado, si el contenido del agente activo
no puede verificarse en el tercer ensayo. Para obtener una segunda opinion, se refieren
muestras adicionales a un laboratorio profesional de control de calidad de farmacos. Las
muestras se retienen y el lote se pone en cuarentena hasta que se haya tomado una decision
final respecto a liberar o rechazar el producto. A efectos de documentacién, tome fotos de
todas las lecturas con una camara digital o un smartphone.
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Primer cribado de las deficiencias del producto mediante ensayos fisicos

ENSAYOS FISICOS

Durante la inspeccién visual, busque las defi-
ciencias en el etiquetado, el envasado y las
formas de dosificacién, tal como se indica en
los capitulos introductorios del manual prin-
cipal, e informe de los resultados. Considere
la posibilidad de hacer fotografias, por ejem-
plo, con la camara de un teléfono inteligente.
Tanto si la sitagliptina se presenta como sal
de hidrocloruro, fosfato, tartrato, fumarato o
malato, cada comprimido suele contener 25,
50 o 100 mg de sitagliptina por base libre.
La sitagliptina puede combinarse con met-

formina afiadiendo 500, 850 0 1000 mg de
sal de clorhidrato de metformina a la formu-
lacion del comprimido o capsula. Verifique el
peso total de los comprimidos o el peso de
llenado de las capsulas utilizando la balanza
electrénica de bolsillo suministrada. Todas
las formulaciones de comprimidos y capsulas
de sitagliptina de liberacién rapida también
deben pasar el ensayo de desintegracion
descrita al principio del manual principal.
Deberan desintegrarse en agua a 37 °C en
menos de 30 minutos. Si un farmaco de
liberacién rapida no pasa el ensayo, es una
deficiencia importante.

Il. ~ RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos a
precios extremadamente bajos o para los
cuales los documentos acompafiantes faltan
0 no son los correctos, asi como aquellos con
defectos en su forma farmacéutica, defectos
en el envase o con etiquetas incompletas,
dafiadas o que faltan; o con etiquetado en
otros idiomas o los medicamentos conser-
vados en malas condiciones deberan ser
sometidos a un ensayo cromatogréfica en
capa fina.

©
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Verificacion de la identidad y la cantidad mediante cromatografia en capa fina

PRINCIPIO

Combinado o no con clorhidrato de metformina, el clorhidrato/fosfato/tartrato/malato de
sitagliptina se extrae de los comprimidos o capsulas con un volumen conocido de metanol
y posteriormente se comprueba su identidad y contenido mediante cromatografia en capa
fina (CCF) en comparacién con un agente de referencia adecuado. Para una comprobacion
rapida de la calidad de la metformina, consulte el protocolo correspondiente.

II.  EQUIPOS Y REACTIVOS

1) Mano de mortero

2) Papel aluminio

3) Embudo

4) Espatula

5) Cinta adhesiva

6) Rotulador

7) Lapizy regla

8) Viales de 10 ml

9) Juego de pipetas graduadas
(1Ta25ml)

10) Juego de frascos de vidrio de labora-
torio (25 a 100 ml)

11) Placas Merck CCF de aluminio con
recubrimiento de gel de silice 60 F,,
tamafio 5 x 10 cm

12) Microcapilares de vidrio de 2 pl de
capacidad

13) Cuba cromatogréfica
(frasco de 500 ml)

14) Plancha de calefaccion

15) Papel de filtro

16) Tijeras

17) Pinza

18) Luz ultravioleta de 254 nm

19) Camara de manchado con yodo

20) Tolueno

21) Metanol

22) Acetato de etilo

23) Solucién de amoniaco al 25%

24) Agente de referencia, p. ej. compri-
midos de sitagliptina de 50 mg pres-
entados como sal de fosfato monohi-
drato

20
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PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DEL ESTANDAR

La preparacién de la solucion madre del estandar requiere de un producto auténtico usado
como agente de referencia, por ejemplo, comprimidos monofarmaco que contengan 50 mg
de sitagliptina por base libre. Se envuelve el comprimido usada como referencia en papel
aluminio y se reduce a polvo fino usando la mano de mortero. Vaciar cuidadosamente el
contenido del papel aluminio en un frasco de vidrio de laboratorio de 25 ml y enjuagar
todas las cantidades de polvo restantes con 10 ml de metanol usando una pipeta graduada.
Cerrar el frasco de laboratorio y agitar durante unos tres minutos hasta que se disuelva la
mayor parte de los sélidos. Se deja reposar la solucién por unos cinco minutos mas, hasta
que los residuos no disueltos se asienten en el fondo del frasco. La solucién obtenida debe
contener 5 mg de sitagliptina total por ml y se debe rotular ‘Soluciéon madre del estandar
de sitagliptina’. Para cada ensayo se preparard una nueva solucién. Se continta trabajando
con el liquido claro o turbio obtenido.

IV.  PREPARACION DE LA SOLUCION La solucién madre del estandar no requiere de dilucién posterior, ya presenta la concen-
ESTANDAR DE TRABAJO AL 100% tracion final de trabajo de 5 mg de sitagliptina total por ml. Para una manipulacién mas
(LIMITE SUPERIOR) cémoda, parte del liquido sobrenadante puede transferirse a un nuevo vial de 10 ml.

Esta solucion estandar de trabajo representa un farmaco de buena calidad con un contenido
de 100% de sitagliptina.

V.  PREPARACION DE LA SOLUCION Pipetear 2 ml de la solucién madre del estandar en un vial de 10 ml y afadir 0,5 ml de
ESTANDAR DE TRABAJO AL 80% metanol utilizando pipetas graduadas adecuadas. Cerrar y agitar el vial. La solucién obtenida
(LIMITE INFERIOR) debe contener 4 mg de sitagliptina total por ml y etiquetarse como ‘Solucién estdandar de

trabajo de sitagliptina al 80%".

Esta solucién estandar de trabajo representa un producto farmacolégico de baja calidad
y bajo contenido de sitagliptina de solo 80% de lo indicado en la etiqueta del producto.
En la investigacion actual, este nivel de sitagliptina representa el limite inferior aceptable
para un producto dado. Los limites de la farmacopea no se aplican en nuestro contexto.

VI.  PREPARACION DE LA SOLUCION Tomar un comprimido entero o una céapsula de un medicamento adecuado muestreado

MADRE DE LA MUESTRA A PARTIR
DE UN PRODUCTO QUE DICE
CONTENER 25 MG DE SITAGLIPTINA
POR UNIDAD

50 MG DE SITAGLIPTINA POR
UNIDAD

100 MG DE SITAGLIPTINA POR
UNIDAD

en el campo. Como es habitual, los comprimidos se envuelven en papel de aluminio y
se trituran hasta obtener un polvo fino. Transfiera todo el polvo obtenido a un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml. El polvo obtenido de las capsulas de muestra debe colocarse
directamente en el frasco afiadiendo en dltimo lugar los tapones vacios y las carcasas del
cuerpo. Para la extraccion, afiada 5 ml de metanol utilizando una pipeta graduada adecuada.
A continuacion, cerrar el frasco y agitar durante unos tres minutos hasta que se disuelva
la mayor parte de los sélidos. Dejar reposar la solucién durante otros cinco minutos hasta
que los residuos no disueltos se asienten bajo el liquido sobrenadante.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml, afiadir 10 ml de metanol con una pipeta graduada adecuada
y extraer la sitagliptina. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Colocar el polvo obtenido de un comprimido o capsula de muestra entera en un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml, afiadir 20 ml de metanol con una pipeta graduada adecuada
y extraer la sitagliptina. Continuar trabajando como se ha descrito anteriormente.

Combinado o no con clorhidrato de metformina, todas las soluciones madre de muestra
producidas deben contener finalmente 5 mg de sitagliptina total por ml y ser etiquetadas
como ‘Solucién madre de la muestra de sitagliptina’. Estas soluciones se preparan frescas
para cada ensayo. Siga trabajando con los liquidos sobrenadantes claros o turbios.
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VIL.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE
TRABAJO DE LA MUESTRA

Las soluciones madre de la muestra no requieren dilucién adicional, puesto que ya represen-
tan la concentracion de trabajo final de 5 mg de sitagliptina por ml. Si han sido preparadas
a partir de farmacos de buena calidad, las concentraciones de sitagliptina de estas soluciones
deberan corresponder a la concentracion de sitagliptina de la solucién estandar de trabajo
superior elaborada arriba. Para facilitar la manipulacion, parte del liquido sobrenadante
puede transferirse a un vial de 10 ml.

VIIIl. APLICACION DE LAS MUESTRAS

Marque una linea de origen paralela a unos 1.5 cm del borde inferior de la placa croma-
tografica y aplique 2 ul de cada solucién de ensayo y del estandar como se muestra en la
imagen de al lado, utilizando las pipetas microcapilares suministradas.

Pueden colocarse hasta cinco manchas en una placa. Comprobar la uniformidad de todas
las manchas utilizando luz UV de 254 nm. Todas las manchas deben tener forma circular
y estar igualmente espaciadas a lo largo de la linea de origen. Aunque sus intensidades
pueden diferir, sus didmetros nunca deberian hacerlo. Las diferentes intensidades se deben
a cantidades residuales de excipientes o a diferentes principios activos y concentraciones de
farmacos en las soluciones de la muestra. Una diferencia en el tamafio de las manchas se
debe a una mala siembra de las muestras. Repita este paso si no se consigue una siembra
homogénea de las muestras la primera vez.

Seque suavemente las manchas. Para ello, mantenga la cromatoplaca con la pinza suminis-
trada en la corriente de aire caliente directamente encima de la placa calefactora durante
unos 15 segundos. Agitar constantemente la placa de CCF y, cada vez que la cromatoplaca
se desplace hacia abajo, dejar que su lado inferior toque la superficie de la placa calefactora
durante fracciones de segundo.

IX.

DESARROLLO DEL CROMATOGRAMA

Utilizando pipetas graduadas adecuadas, afiada 11 ml de acetato de etilo, 7 ml de metanol,
1 ml de tolueno y 1T ml de solucién de amoniaco al 25% al frasco que se utilizard como
cuba cromatografica. Cerrar la cuba y mezclar bien. Forrar la pared de la cuba con papel
de filtro y esperar unos 15 minutos, asegurando asi la saturacién de la cuba con vapor de
disolvente. Colocar con cuidado la placa de CCF cargada en el frasco. Cerrar el frasco y
desarrollar la placa hasta que el frente del disolvente se haya desplazado unas tres cuartas
partes de la longitud de la placa, siendo el tiempo de desarrollo de unos 15 minutos. Retire
la placa CCF de la cuba, marque el frente de disolvente y deje que el exceso de disolvente se
evapore por secado suave. Para ello, mantenga la cromatoplaca con la pinza suministrada
en la corriente de aire caliente directamente encima de la placa calefactora durante unos
dos minutos. Agitar constantemente la placa de CCF y, cada vez que la cromatoplaca se
desplace hacia abajo, dejar que su lado inferior toque la superficie de la placa calefactora
durante fracciones de segundo.

X.

DETECCION DE LOS AGENTES
ACTIVOS

Después de secar todos los residuos de disolvente, ver la placa de cromatografia bajo luz
ultravioleta a 254 nm con la lampara accionada por bateria suministrada. Para una mayor
identificacion y cuantificacion de la sitagliptina, manchar la cromatoplaca con yodo en la
camara de yodo.

XI.

OBSERVACIONES HECHAS A 254 NM

Una mancha oscura a una distancia de recorrido de aproximadamente 0,68 indica la
presencia de sitagliptina en la solucién de ensayo. Cuando se combina con clorhidrato de
metformina, aparece un amplio rastro de metformina debajo de sitagliptina con un «valor
de relacién de frentes» que comienza en cero y termina aproximadamente en 0,38. Otras
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PLACA CROMATOGRAFICA VISTA BAJO
LUZ ULTRAVIOLETA DE 254 NM

Recorrido No. 1:
Estandar superior de trabajo representando
100% de contenido de sitagliptina

Recorrido No. 2:

Una combinacién de metformina de dosis
fija de buena calidad con un contenido
aceptable de sitagliptina

Recorrido No. 3:
Monofarmaco de calidad deficiente con
contenido inaceptable bajo en sitagliptina

Recorrido No. 4:
Estandar inferior de trabajo representando
80% de contenido de sitagliptina

1.0 Frente del solvente

0.8

Manchas de sitagliptina

0.6
Mismas manchas de sitaglipti-

0.4 . ® . naobservadas a la luz del dia
tras la coloracion con yodo

0.2

-« — — — — — — — Rastro de metformina
0.0 = . AL N Linea de origen
1 2 3 4

manchas fuertes generadas por la solucién de ensayo apuntarian a otros farmacos o a la
degradacion de sitagliptina, siendo este Ultimo caso mas probable cuando se asocia a una
mancha principal mas pequefia. Una mancha principal mas pequefia de la solucién de ensayo
también puede indicar un contenido pobre de sitagliptina y una mancha ausente puede
indicar una ausencia total de sitagliptina. Los excipientes presentes en varios productos
acabados pueden causar manchas nulas o tenues que migran hasta el frente del disolvente
o permanecen cerca o en la linea de origen.

XIl.  OBSERVACIONES HECHAS A LA LUZ
DEL DIA TRAS EL MANCHADON
CON YODO

Al exponer la placa cromatogréfica al vapor de yodo, todas las manchas de sitagliptina ya
observadas a 254 nm adquieren ahora un color marrén amarillento. Siga observando la
placa cuando se evapore el yodo. Las manchas que reflejan productos de mala calidad desa-
pareceran primero gradualmente seguidas por las manchas de referencia que representan
un contenido de farmaco del 80 y 100 por ciento, respectivamente.

XIIl. RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

La mancha de sitagliptina en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo debe
corresponder en términos de color, tamario, intensidad, forma y distancia de recorrido al
cromatograma obtenido con las soluciones estandar alta y baja. Este resultado debe obte-
nerse con cada método de deteccién. Si ese no es el caso, se debe repetir el ensayo desde
el principio con una segunda muestra. El lote es rechazado, si el contenido del agente activo
no puede verificarse en el tercer ensayo. Para obtener una segunda opinion, se refieren
muestras adicionales a un laboratorio profesional de control de calidad de farmacos. Las
muestras se retienen y el lote se pone en cuarentena hasta que se haya tomado una decision
final respecto a liberar o rechazar el producto. A efectos de documentacién, tome fotos de
todas las lecturas con una camara digital o un smartphone.
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Primer cribado de las deficiencias del producto mediante ensayos fisicos

ENSAYOS FISICOS

Durante la inspeccién visual, busque las
deficiencias en el etiquetado, el envasado
y las formas de dosificacion, tal como se
indica en los capitulos introductorios del
manual principal, e informe de los resultados.
Considere la posibilidad de hacer fotografias,
por ejemplo, con la camara de un teléfono
inteligente. Cada comprimido suele contener
50 mg de vildagliptina por base libre. La
vildagliptina puede combinarse con metfor-
mina anadiendo 850 6 1000 mg de sal de

clorhidrato de metformina a la formulacién
del comprimido o capsula. Se sabe que
existen otras dosis. Verifique el peso total de
los comprimidos o el peso de llenado de las
capsulas utilizando la balanza electrénica de
bolsillo suministrada. Todas las formulaciones
de comprimidos y capsulas de vildagliptina
de liberacién rapida también deben pasar el
ensayo de desintegracién descrita al principio
del manual principal. Deberan desintegrarse
en agua a 37 °C en menos de 30 minutos. Si
un farmaco de liberacion rapida no pasa el

Il. ~ RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos a
precios extremadamente bajos o para los
cuales los documentos acompafiantes faltan
0 no son los correctos, asi como aquellos con
defectos en su forma farmacéutica, defectos
en el envase o con etiquetas incompletas,
dafiadas o que faltan; o con etiquetado en
otros idiomas o los medicamentos conser-
vados en malas condiciones deberan ser
sometidos a un ensayo cromatogréfica en

ensayo, es una deficiencia importante. capa fina.

©
c
=
.9
=)
S
3
P

Verificacion de la identidad y la cantidad mediante cromatografia en capa fina

PRINCIPIO

Combinado o no con metformina, la vildagliptina se extrae de los comprimidos o capsu-
las con un volumen conocido de acetona y posteriormente se comprueba su identidad y
contenido mediante cromatografia en capa fina (CCF) en comparacion con un agente de
referencia adecuado. Sin embargo, con algunas formulaciones se producen problemas
de matriz, especialmente cuando contienen hidroxipropilcelulosa. Este y otros polimeros
pueden anular el ensayo. Para una comprobacion rapida de la calidad de la metformina,
consulte el protocolo correspondiente.

II.  EQUIPOS Y REACTIVOS

14) Plancha de calefaccién

15) Papel de filtro

16) Tijeras

17) Pinza

18) Luz ultravioleta de 254 nm

19) Luz ultravioleta de 366 nm

20) Camara de manchado con yodo

21) Acetona

22) Tolueno

23) Metanol

24) Butan-1-ol

25) Acetato de etilo

26) Solucién de amoniaco al 25%

27) Solucién de acido acético al 96%

28) Solucion de acido sulfurico al 96%

29) Agua destilada/grifo/embotellada

30) Agente de referencia, p. ej. compri-
midos de vildagliptina de 50 mg

1) Mano de mortero

2) Papel aluminio

3) Embudo

4) Espatula

5) Cinta adhesiva

6) Rotulador

7) Léapizy regla

8) Viales de 10 ml

9) Juego de pipetas graduadas
(1Ta25ml)

10) Juego de frascos de vidrio de labora-
torio (25 a 100 ml)

11) Placas Merck CCF de aluminio con
recubrimiento de gel de silice 60 F
tamano 5 x 10 cm

12) Microcapilares de vidrio de 2 pl de
capacidad

13) Cuba cromatogréfica
(frasco de 500 ml)

2547

. PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DEL ESTANDAR

La preparacién de la solucién madre del estandar requiere de un producto auténtico usado
como agente de referencia, por ejemplo, comprimidos que contengan 50 mg de vildagliptina.
Se envuelve el comprimido usada como referencia en papel aluminio y se reduce a polvo fino
usando la mano de mortero. Vaciar cuidadosamente el contenido del papel aluminio en un
frasco de vidrio de laboratorio de 25 ml y enjuagar todas las cantidades de polvo restantes
con 5 ml de acetona usando una pipeta graduada. Cerrar el frasco de laboratorio y agitar
durante unos tres minutos hasta que se disuelva la mayor parte de los sélidos. Se deja reposar
la solucién por unos cinco minutos mas, hasta que los residuos no disueltos se asienten en
el fondo del frasco. La solucién obtenida debe contener 10 mg de vildagliptina total por
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ml y se debe rotular ‘Solucion madre del estandar de vildagliptina’. Para cada ensayo se
preparara una nueva solucién. Se continda trabajando con el liquido claro o turbio obtenido.

IV. PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 100%
(LIMITE SUPERIOR)

La solucién madre del estandar no requiere de dilucién posterior, ya presenta la concen-
tracion final de trabajo de 10 mg de vildagliptina total por ml. Para una manipulacion
méas comoda, parte del liquido sobrenadante puede transferirse a un nuevo vial de 10 ml.

Esta solucion estandar de trabajo representa un farmaco de buena calidad con un contenido
de 100% de vildagliptina.

V.  PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 80%
(LIMITE INFERIOR)

Pipetear 2 ml de la solucién madre del estandar en un vial de 10 ml y afiadir 0,5 ml de acetona
utilizando pipetas graduadas adecuadas. Cerrar y agitar el vial. La solucion obtenida debe
contener 8 mg de vildagliptina total por ml y etiquetarse como ‘Solucion estdndar de trabajo
de vildagliptina al 80%’.

Esta solucion estandar de trabajo representa un producto farmacolégico de baja calidad y
bajo contenido de vildagliptina de solo 80% de lo indicado en la etiqueta del producto. En la
investigacion actual, este nivel de vildagliptina representa el limite inferior aceptable para un
producto dado. Los limites de la farmacopea no se aplican en nuestro contexto.

VI.  PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DE LA MUESTRA A
PARTIR DE UN PRODUCTO QUE
DICE CONTENER 50 MG DE
VILDAGLIPTINA POR UNIDAD

Tomar un comprimido entero o una céapsula de un medicamento adecuado muestreado
en el campo. Como es habitual, los comprimidos se envuelven en papel de aluminio y
se trituran hasta obtener un polvo fino. Transfiera todo el polvo obtenido a un frasco de
vidrio de laboratorio de 25 ml. El polvo obtenido de las capsulas de muestra debe colocarse
directamente en el frasco afiadiendo en dltimo lugar los tapones vacios y las carcasas del
cuerpo. Para la extraccion, anada 5 ml de acetona utilizando una pipeta graduada adecuada.
A continuacion, cerrar el frasco y agitar durante unos tres minutos hasta que se disuelva
la mayor parte de los sélidos. Dejar reposar la solucién durante otros cinco minutos hasta
que los residuos no disueltos se asienten bajo el liquido sobrenadante.

Combinado o no con metformina, todas las soluciones madre de muestra producidas deben
contener finalmente 10 mg de vildagliptina total por mly ser etiquetadas como ‘Solucién
madre de la muestra de vildagliptina’. Estas soluciones se preparan frescas para cada ensayo.
Siga trabajando con los liquidos sobrenadantes claros o turbios.

VII. PREPARACION DE LA SOLUCION DE
TRABAJO DE LA MUESTRA

Las soluciones madre de la muestra no requieren dilucién adicional, puesto que ya repre-
sentan la concentracién de trabajo final de 10 mg de vildagliptina por ml. Si han sido
preparadas a partir de farmacos de buena calidad, las concentraciones de vildagliptina de
estas soluciones deberan corresponder a la concentracion de vildagliptina de la solucién
estandar de trabajo superior elaborada arriba. Para facilitar la manipulacién, parte del liquido
sobrenadante puede transferirse a un vial de 10 ml.

VIIl. APLICACION DE LAS MUESTRAS

Marque una linea de origen paralela a unos 1.5 cm del borde inferior de la placa croma-
tografica y aplique 2 pl de cada solucién de ensayo y del estandar como se muestra en la
imagen de la pagina siguiente, utilizando las pipetas microcapilares suministradas.

Pueden colocarse hasta cinco manchas en una placa. Comprobar la uniformidad de todas
las manchas utilizando luz UV de 254 nm. Todas las manchas deben tener forma circular
y estar igualmente espaciadas a lo largo de la linea de origen. Aunque sus intensidades
pueden diferir, sus didametros nunca deberian hacerlo. Las diferentes intensidades se deben
a cantidades residuales de excipientes o a diferentes principios activos y concentraciones de
farmacos en las soluciones de la muestra. Una diferencia en el tamafio de las manchas se
debe a una mala siembra de las muestras. Repita este paso si no se consigue una siembra
homogénea de las muestras la primera vez.

Seque las manchas. Para ello, coloque la placa cromatogréfica sobre la placa calefactora
caliente durante unos 15 segundos.

Una Guia Concisa de Control de Calidad de Farmacos Esenciales y otros Medicamentos - Ampliacion 2024

25



IX. DESARROLLO DEL CROMATOGRAMA

Fase movil «A» para la cuantificacion de vildagliptina: Utilizando pipetas graduadas adecua-
das, afiada 11 ml de acetato de etilo, 7 ml de metanol, 1 ml de tolueno y 1 ml de solucién
de amoniaco al 25% al frasco que se utilizara como cuba cromatogréfica. Cerrar la cuba
y mezclar bien. Forrar la pared de la cuba con papel de filtro y esperar unos 15 minutos,
asegurando asi la saturacion de la cuba con vapor de disolvente. Colocar con cuidado la
placa de CCF cargada en el frasco. Cerrar el frasco y desarrollar la placa hasta que el frente
del disolvente se haya desplazado unas tres cuartas partes de la longitud de la placa, siendo
el tiempo de desarrollo de unos 15 minutos. Retire la placa CCF de la cuba, marque el
frente de disolvente y deje que el exceso de disolvente se evapore por secado suave. Para
ello, mantenga la cromatoplaca con la pinza suministrada en la corriente de aire caliente
directamente encima de la placa calefactora durante unos dos minutos. Agitar constante-
mente la placa de CCF y, cada vez que la cromatoplaca se desplace hacia abajo, dejar que
su lado inferior toque la superficie de la placa calefactora durante fracciones de segundo.

Fase moévil «B» para la separacion de vildaglipitina, linagliptina y sitagliptina tras su extraccion
con metanol (VIL 10 mg/ml, LIN 1,25 mg/ml, SIT 5 mg/ml): Aiadir 12 ml de butan-1-ol,
3 ml de metanol, 3 ml de agua y 3 ml de solucién de acido acético al 96% al frasco que
sirve de cuba cromatografica y mezclar. Esperar 15 minutos para la saturacion de la cuba.
A continuacién, coloque la placa de CCF cargada en el frasco, ciérrelo y revele la placa
cromatografica durante unos 40 minutos. Retire la placa de CCF de la cuba, marque el
frente del disolvente y seque cuidadosamente la placa en la corriente de aire caliente sobre
la placa calefactora durante unos dos minutos.

X. DETECCION DE LOS AGENTES
ACTIVOS

Después de secar todos los residuos de disolvente, ver la placa de cromatografia bajo luz
ultravioleta a 254 nm con la lampara accionada por bateria suministrada. Para la identifi-
cacién y cuantificacion inicial de vildagliptina, manchar la placa con yodo y observar a la
luz del dia y nuevamente bajo luz UV a 254 nm.

Manchar también la placa de yodo con acido sulfdrico y calentar y observar la placa obtenida
bajo luz UV a 366 nm. Para ello, llene el vaso de plastico de 250 ml suministrado con 190 ml
de metanol, seguidos de 10 ml de solucién de acido sulfirico al 96%, y mezcle bien. Dejar
enfriar la mezcla y sumergir la placa cromatogréfica en la solucién de coloracién empezando
por la parte inferior, asegurandose por inmersion profunda de que se captura la mancha
de vildagliptina de la parte superior de la placa cromatografica. Retirar inmediatamente la
placa de la solucién y dejar escurrir el exceso de liquido sobre una toalla de papel. Limpie
el liquido restante de la parte posterior de la placa y seque toda la soluciéon de coloracion
durante aproximadamente 30 a 60 segundos a temperatura maxima en la placa caliente
suministrada. Después de retirar la placa cromatogréfica de la placa calefactora, observar
la placa manchada a la luz UV de 366 nm.

XI. OBSERVACIONES HECHAS A 254 NM
ANTES EL MANCHADO CON YODO

Si la placa de CCF es de la fase mévil «A», no deben verse manchas. La vildagliptina no es
detectable a 254 nm y cuando se combina con clorhidrato de metformina, la metformina
se elimina del sistema utilizando acetona para la extraccion, en la que el HCl de metfor-
mina no es soluble. Cualquier metformina residual permaneceria en la linea de origen. Sin
embargo, el uso de la fase mévil «B» para separar las gliptinas revela una mancha fuerte
para la linagliptina y una mancha mas débil para la sitagliptina.

XIl.  OBSERVACIONES HECHAS A LA LUZ
DEL DIA TRAS EL MANCHADO CON
YODO

Cuando el cromatoplato de la fase mévil «A» se expone a vapor de yodo, todas las manchas
de vildagliptina se vuelven de color marrén amarillento y se hacen visibles a una distancia de
aproximadamente 0,59. Las manchas de vildagliptina de las formulaciones que contienen
silice muy dispersa migran muy ligeramente menos. Otras manchas fuertes generadas por la
solucién de ensayo apuntarian a otros farmacos o a la degradacion de vildagliptina, siendo
este Gltimo caso mas probable cuando se asocia a una mancha principal mas pequena.
Una mancha principal mas pequefia de la solucién de ensayo también puede indicar un
contenido pobre de vildagliptina y una mancha ausente puede indicar una ausencia total
de vildagliptina. Los excipientes presentes en varios productos acabados pueden causar
manchas nulas o tenues que migran hasta el frente del disolvente o permanecen cerca o
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PLACA CROMATOGRAFICA DE LA FASE
MOVIL «A» VISTA A LA LUZ DEL DIA TRAS
EL MANCHADO CON YODO

Recorrido No. 1:
Estandar superior de trabajo representando
100% de contenido de vildagliptina

Recorrido No. 2:

Una combinacién de metformina de dosis
fija de buena calidad con un contenido
aceptable de vildagliptina y polimero de
povidona, y silice en la matriz

Recorrido No. 3:
Monofarmaco de calidad deficiente con
contenido inaceptable bajo en vildagliptina

Recorrido No. 4:
Estandar inferior de trabajo representando
80% de contenido de vildagliptina

1.0 Frente del solvente

0.8

0.6 . - . P Manchas de vildagliptina
Mismas manchas de vilda-

0.4 gliptina observadas a 366 nm
tras la coloraciéon con yodo y
acido sulfarico

0.2

__ — Rastro de polimero y de met-
g formina
0.0 Linea de origen

en la linea de origen. Los polimeros pueden provocar rastros completas desde el origen
hasta la primera linea en lugar de manchas. Ahora, la vildagliptina también es visible en la
placa de CCF a partir de la separacion de las gliptinas, esta vez junto a la linagliptina. La
coloracion de la sitagliptina es s6lo débil o nada pronunciada.

XIll. OBSERVACIONES HECHAS A 254 NM
TRAS EL MANCHADO CON YODO

Todas las manchas previamente manchadas con yodo se vuelven ahora muy oscuras. Esto
también se aplica a la sitagliptina, de modo que por primera vez las tres gliptinas pueden
observarse simultdneamente en la placa cromatografica de la fase movil «B». La vildagliptina
tiene un valor de relacién de frentes de aproximadamente 0,37, la linagliptina de aproxi-
madamente 0,48 y la sitagliptina de aproximadamente 0,58.

XIV. OBSERVACIONES HECHAS A 366 NM
TRAS EL MANCHADO CON YODO Y
ADICO SULFURICO

Con una coloracién adicional de la placa de yodo con acido sulfirico y calor, todas las
manchas de vildagliptina producen una fluorescencia blanca clara. La presencia de yodo
y calor es importante. Al enfriarse, esta fluorescencia desaparece, pero puede reactivarse
eventualmente calentando de nuevo la placa CCF. Los ensayos funcionan mejor y la inter-
ferencia de la matriz puede reducirse al minimo si se prolonga el tiempo de reposo durante
la preparacién de la muestra para permitir que la mayoria de las particulas de silice muy
finas se hundan hasta el fondo del recipiente.

XV. RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

La mancha de vildagliptina en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo debe
corresponder en términos de color, tamario, intensidad, forma y distancia de recorrido al
cromatograma obtenido con las soluciones estandar alta y baja. Este resultado debe obte-
nerse con cada método de deteccion. Si ese no es el caso, se debe repetir el ensayo desde
el principio con una segunda muestra. El lote es rechazado, si el contenido del agente activo
no puede verificarse en el tercer ensayo. Para obtener una segunda opinion, se refieren
muestras adicionales a un laboratorio profesional de control de calidad de farmacos. Las
muestras se retienen y el lote se pone en cuarentena hasta que se haya tomado una decision
final respecto a liberar o rechazar el producto. A efectos de documentacién, tome fotos de
todas las lecturas con una camara digital o un smartphone.
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* Deteccion de medicamentos falsificados y de calidad inferior en los paises de ingresos bajos y medios
* Proteccion de los consumidores y de las cadenas de suministro de medicamentos
e Impulsar la capacidad de ensayo de medicamentos prioritarios

* Asistencia en el sequimiento de la calidad de los medicamentos después de su comercializacion

e Complementar el trabajo de los laboratorios de control de medicamentos existentes

El GPHF-Minilab™
es un laboratorio en miniatura
Gnico que viene con métodos de ensayo asequibles
para una deteccién rapida y facil de medicamentos falsificados y de
calidad inferior como tecnologia de nivel inicial para los entornos de salud con
recursos limitados en paises de ingresos bajos y medios.

En mas de veinticinco afios de trabajo en proyectos, el GPHF-Minilab™ ha demostrado
su idoneidad en mas de 100 paises.

Este suplemento del Manual Minilab amplia la lista de medicamentos antidiabéticos orales a un
total de siete principios activos farmacéuticos, incluidas sus combinaciones a dosis fijas para tratar
trastornos diabéticos.

El inventario de métodos del Manual Minilab incluye ahora una coleccién de métodos
de ensayo para 119 principios activos farmacéuticos para la verificacion
rapida de la calidad de una amplia gama de productos
farmacéuticos acabados.
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