Una Guia Concisa de Control de Calidad de Farmacos Esenciales y otros Medicamentos

Manual

Para usuarios del GPHF-Minilab®

Volumen Il

ENsAYos coN CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

GLOBAL PHARMA > e

HEALTH FUND EV. il == |
\gm/ .
Una iniciativa sin 4nimo de lucro L.5. PHARMACOPEIA
fundada y patrocinada por U AI D DRUG QUALITY AND

Merck, Darmstadt - Alemania FROM THE AMERICAN PEOPLE INFORMATION PROGRAM

;‘GPHF PN




Una Guia Concisa de Control de Calidad de FArmacos Esenciales y otros Medicamentos

SuprLEMENTO 20710 AL VorLumen Il DE
ENsAYOs cON CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Autores

Richard W. O. Jahnke, Kornelia Dwornik, Volker Rubeau y Souly Phanouvong

* k %

Revisado por

Adrian Barojas, Daniel Bempong, Sanford Bradby, Yanga Dijiba, Mustapha Hajjou y Patrick Lukulay

* k *

Publicado por

El Global Pharma Health Fund (GPHF), una iniciativa sin 4nimo de lucro fundada y patrocinada por Merck Darmstadt - Alemania, y el programa
de control de calidad e informacién de medicamentos de farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica (United States Pharmacopeia Drug
Quality and Information Program - USP DQI)

* k %

Copyright © de GPHF & USP DQI

* k ok

Agradecimientos

La publicacién de éste suplemento ha sido posible gracias al generoso apoyo del pueblo de los Estados Unidos de Norteamérica a través de la

Agencia para el Desarrollo Internacional de los Estados Unidos de Norteamérica (USAID). Las organizaciones de asistencia internacional GPHF y

USP DQI son las responsables del contenido, el cual no necesariamente refleja las opiniones de la Agencia USAID o del Gobierno de los Estados
Unidos de Norteamérica.

* k *

Acerca del proyecto GPHF-Minilab®

La proliferacién de medicamentos falsificados constituye una seria amenaza para la salud. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que
una inquietante proporcién de 10 a 30 por ciento de todos los medicamentos ofrecidos en los paises subdesarrollados y en via de desarrollo son
falsificaciones o presentan deficiencias de calidad.

Para evitar que las organizaciones responsables del aprovisionamiento de los medicamentos y los programas prioritarios para el combate de enfer-

medades como la malaria, la tuberculosis y el VIH/SIDA en paises endémicos sean infiltrados con farmacos falsificados o de baja calidad, el Global

Pharma Health Fund (GPHF), una iniciativa sin animo de lucro fundada y patrocinada exclusivamente por Merck Darmstadt - Alemania, con sede

en la ciudad alemana de Francfort, ha dedicado sus esfuerzos a desarrollar y suministrar a bajo costo el GPHF-Minilab®, un mini-laboratorio para
la répida verificacion de la calidad y deteccién de medicamentos falsificados.

Desde hace 10 afios, los minilaboratorios GPHF-Minilab han venido actuando como primera linea de defensa contra los medicamentos falsificados
y de baja calidad que amenazan la salud de millones de habitantes de los paises subdesarrollados y en via de desarrollo. Hasta la fecha un total de
mas de 350 minilaboratorios han sido suministrados a instituciones en 70 paises de Africa, Asia y Latinoamérica.

Los socios mds importantes para la implementacién del minilaboratorio son los servicios nacionales de salud y las agencias nacionales de medica-

mentos junto con la Organizacién Mundial de la Salud y el programa de ayuda técnica de farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica (U.S.

Pharmacopeia Drug Quality and Information Program). Recientemente, los programas conjuntos de control de calidad de medicamentos llevados

a cabo en el sureste de Asia y el éste de Africa dispararon la confiscacién por parte de Interpol de millones de pastillas falsificadas sin contenido
alguno de medicamentos efectivos para el tratamiento de la malaria.

La necesidad de los paises de bajos ingresos de disponer de un sistema de control de calidad para medicamentos econémico y sin sofisticaciones

innecesarias persiste y es el motor que impulsa en la actualidad el desarrollo de nuevos protocolos de ensayo para el GPHF-Minilab®. La necesidad

de aumentar el volumen de ensayos es también el punto de partida para la intensificacién de la colaboracién con nuestros socios de los Estados

Unidos. Cualquier entidad interesada en mejorar la salud de los paises subdesarrollados y en via de desarrollo esté invitada a formar parte de la
iniciativa.
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6.50 Protionamida '

Identificacion primaria por medio de la inspeccién visual y del ensayo de disgregacion

I.  INSPECCION VISUAL & FiSICA

Buscar las deficiencias en el etiquetado, el
envase y en las formas farmacéuticas, tal
y como se describe en los capitulos sobre
métodos y operaciones generales en el
manual principal. Usar el formulario de
reporte como guia para anotar cualquier
particularidad del producto. Cada una
de las tabletas o capsulas contiene por lo
regular 250 mg de protionamida.

Il.  ENSAYO DE DISGREGACION

Todas las tabletas y capsulas de protion-
amida de liberacién répida deben pasar el
ensayo de disgregacion, tal y como esta
descrito en los capitulos sobre métodos y
operaciones generales en el manual prin-
cipal. Deberan disgregarse en agua a 37
°C en menos de 30 minutos. Si el produc-
to no pasa esta prueba, esto constituye un
signo de deficiencia importante.

Ill.  RESULTADOS & MEDIDAS
A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos
a precios extremadamente bajos o para
los cuales los documentos acompafiantes
faltan o no son los correctos, asi como
aquellos con defectos en su forma far-
macéutica, defectos en el envase o con
etiquetas incompletas, dafiadas o que
faltan o con las etiquetas escritas en otros
idiomas, deberan ser sometidos a un en-
sayo de cromatografia en capa fina.

Verificacion de la identidad y la cantidad a través del ensayo con cromatografia en capa fina

. PRINCIPIO

Protionamida se extrae de tabletas y capsulas con metanol y se determina con croma-
tografia en capa fina (CCF) con referencia a un estandar secundario.

II.  EQUIPOS Y REACTIVOS

1) Pistilo

2) Papel aluminio
3) Embudo

4) Cinta adhesiva
5) Rotulador

6) Lapiz

7) Viales de 10 ml

8) Juego de pipetas graduadas (1 a 25 ml)
9) Juego de frascos de vidrio de laboratorio (25 a 100 ml)
10) Placas Merck CCF de aluminio con recubrimiento de gel de silice

60 F 254, tamafio 5x10 cm

11) Microcapilares de vidrio (2-pl de capacidad)
12) Camara de revelado para CCF (frasco de 500 ml)

13) Plancha caliente

14) Papel de filtro

15) Tijeras

16) Pinza

17) Luz ultravioleta de 254 nm

18) Camara de manchado con yodo
19) Acetato de etilo

20) Metanol

21) Estandar secundario de referencia, por ejemplo, tabletas de 250 mg de

protionamida
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lll.  PREPARACION DE LA SOLUCION La preparacién de la solucién madre del estédndar requiere de un producto auténtico
MADRE DEL ESTANDAR usado como referencia, por ejemplo, tabletas con contenido de 250 mg de protionami-
da. Se envuelve la tableta usada como referencia en papel aluminio y se reduce a polvo
fino usando el pistilo. Se desocupa cuidadosamente el contenido del papel aluminio
en un frasco de vidrio de laboratorio de 40 mly se enjuagan todos los residuos sélidos
con 25 ml de metanol utilizando una pipeta graduada. Se cierra el frasco y se agita por
unos tres minutos, hasta que se haya disuelto la mayor parte de los sélidos. Se deja
reposar la solucién por unos cinco minutos mas, para que los residuos no disueltos se
asienten bajo el liquido sobrenadante. La solucién obtenida debe contener 10 mg del
agente activo puro por ml y se rotula ‘Solucién madre del estdndar de protionamida’.
La solucién se prepara fresca para cada ensayo. Se continGa el trabajo con el liquido
claro o turbio sobrenadante.

IV.  PREPARACION DE LA SOLUCION Se pipetea 1 ml de la solucién madre del estdndar a un vial de 10 ml y se afiaden 3
ESTANDAR DE TRABAJO AL 100% ml de metanol. Se tapa y agita el vial. La solucién obtenida debe contener 2.5 mg
(LIMITE SUPERIOR) del agente activo puro por ml y se rotula ‘Solucién estdndar de trabajo de protion-

amida al 100%".

Esta solucién estandar de trabajo representa un farmaco de buena calidad con un
contenido de 100% de protionamida.

V.  PREPARACION DE LA SOLUCION Se pipetea 1 ml de la solucién madre del estandar a un vial de 10 ml y se afiaden 4
ESTANDAR DE TRABAJO AL 80% ml de metanol. Se tapa y agita el vial. La solucién obtenida debe contener 2 mg del
(LIMITE INFERIOR) agente activo puro por ml y se rotula ‘Solucién estdndar de trabajo de protionamida

al 80%’.

Esta solucion estandar representa un producto farmacolégico de baja calidad y bajo
contenido de protionamida de solo 80% de lo indicado en la etiqueta. En la investiga-
cién actual, éste nivel de contenido de farmaco representa el limite de concentracién
inferior aceptable de un determinado producto.

VI.  PREPARACION DE LA SOLUCION Se toma una tableta o capsula completa del producto farmacolégico de las muestras
MADRE DE LA MUESTRA DE UN recogidas durante el trabajo de campo. Como se indicé anteriormente, las tabletas se
PRODUCTO QUE DICE CONTENER  envuelven en papel aluminio y se trituran hasta obtener un polvo fino. Se trasfiere la
250 MG DE PROTIONAMIDA POR totalidad del polvo obtenido a un frasco de laboratorio de 40 ml. El polvo contenido
UNIDAD en capsulas debe vaciarse directamente en el frasco, afladiendo después las dos partes

que conforman la capsula. Para la extraccién, se agregan 25 ml de metanol utilizando
una pipeta graduada, se cierra el frasco y se agita durante unos tres minutos hasta
que se haya disuelto la mayor parte de los sélidos. Se deja reposar la solucién por
unos cinco minutos adicionales para que los residuos no disueltos se asienten bajo el
liquido sobrenadante.

Todas las soluciones madre producidas deberan contener finalmente 10 mg de agente
activo puro por ml y rotularse ‘Solucién madre de la muestra de protionamida’. Las so-
luciones se preparan frescas para cada ensayo. Se continta el trabajo con los liquidos
claros o turbios sobrenadantes.
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VII.  PREPARACION DE LA SOLUCION Se pipetea 1 ml de la solucién madre de la muestra a un vial de 10 mly se afiaden 3
DE TRABAJO DE LA MUESTRA ml de metanol. Se cierra, agita y rotula el vial como ‘Solucién de trabajo de la muestra
de protionamida’.

La concentracion de protionamida que se espera obtener de esta solucion de trabajo
de la muestra es de 2.5 mg por ml y debera corresponder a la concentracién de pro-
tionamida de la solucién estandar de trabajo superior elaborada arriba.

VIIl. APLICACION DE LOS PUNTOS Se traza una linea de origen paralela a una distancia de 1.5 cm del extremo inferior de
la placa cromatografica y se aplican con los microcapilares suministrados 2 microlitros
(ul) de la solucién de ensayo y del estdndar como se indica en la fotografia.

Hasta cinco puntos se pueden aplicar sobre una placa. Compruébese la uniformidad de
los puntos utilizando luz ultravioleta de 254 nm. Todos los puntos deberén tener forma
circular y ser aplicados equidistantes sobre la linea de origen. Aunque las intensidades
puedan diferir, los didmetros nunca deben hacerlo. Las diferencias de intensidad se
deben a la cantidad de excipientes residuales contenidos en las tabletas o capsulas
o a la diferente concentracién de agentes activos en las soluciones de muestra. Una
diferencia en el tamafio de los diametros es resultado de un deficiente procedimiento
de aplicacién. Por lo tanto, se debera repetir el procedimiento hasta que el didmetro
de los puntos sea homogéneo.

IX. REVELADO DE LA PLACA Se pipetean 18 ml de acetato de etilo y 2 ml de metanol al frasco a utilizarse como
CROMATOGRAFICA camara de revelado. Se tapa la cdmara y se mezcla muy bien. Se recubre la pared de la
camara con papel filtro y se espera por unos 15 minutos para asegurar la saturacion de
la cdmara con el vapor del solvente. Cuidadosamente se coloca la placa CCF cargada
en el frasco. Se cierra el frasco y se revela la placa cromatogréfica hasta que el frente
del solvente haya cubierto aproximadamente las tres cuartas partes de la longitud de la
placa, siendo el tiempo requerido para el revelado de unos 10 minutos. Retire la placa
de la camara, marque el frente del solvente y permita la evaporacion del excedente
de solvente utilizando una plancha caliente de ser necesario.

X. DETECCION DE LOS AGENTES Se seca todo el solvente residual y se observa la placa cromatogréfica bajo luz ultravioleta
ACTIVOS de 254 nm, utilizando la ldmpara de pilas suministrada. Se utiliza este método tanto
para la identificacién como para la verificacién cuantitativa. Verificacién adicional de
la identidad y la cantidad del agente activo obtiene observando la placa a la luz del

dia tras el manchado con yodo.
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XI. PLACA CROMATOGRAFICA VISTA
BAJO LUZ ULTRAVIOLETA DE
254 NM
[ 1.0 (Frente del solvente)
0.8
Recorrido No.1:
Estandar superior de trabajo representan- 0.6 o
do 100% de protionamida - Punto principal
Recorrido No. 2: 0.4
Farmaco de buena calidad con contenido [
aceptable de agente activo
Recorrido No. 3: 0.2
Farmaco de calidad deficiente con conte- |
nido inaceptable de agente activo
Recorrido No. 4: 00 - (Linea de origen)
Estandar inferior de trabajo representan- 1 2 3 4
do 80% de protionamida
XIl. OBSERVACIONES HECHAS Un punto gris-violaceo a una distancia de recorrido de aprox. 0.52 indica la presencia
A 254 NM de protionamida en la solucién de ensayo. La aparicién de puntos intensos adicionales

generados por la solucién de ensayo podrian indicar la presencia de otros agentes ac-
tivos o deberse a una degradacién de la protionamida, siendo éste Gltimo caso el mas
probable si van asociados a un punto principal de menor tamafio. Los agentes auxiliares
incorporados a las diferentes formulaciones de las tabletas o capsulas pueden generar
algunos puntos mas palidos que emergeran cerca o sobre la linea de origen.

XII. OBSERVACIONES HECHAS Cuando se expone la placa cromatogréfica al vapor de yodo, todos los puntos con-
A LA LUZ DEL DIA TRAS EL teniendo protionamida observados anteriormente bajo la luz ultravioleta a 254 nm
MANCHADO CON YODO se iran tornando amarillo-marrén. Se continda observando la placa conforme se vaya

evaporando el yodo. Los puntos generados por productos de baja calidad desapare-
ceran gradualmente primero, seguidos por los puntos del farmaco de referencia con
un contenido de agente activo de 80% y 100%, respectivamente.

XIV. RESULTADOS & MEDIDAS El punto de protionamida en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo
A TOMAR debe corresponder en términos de color, tamafio, intensidad, forma y distancia de
recorrido al obtenido en el cromatograma de las soluciones estandar alta y baja. Este
resultado debe obtenerse con cada método de deteccidn. Si ese no es el caso, se debe
repetir el ensayo desde el principio con una segunda muestra. El lote se rechaza, si el
contenido de farmaco no puede verificarse al tercer ensayo. Para la determinacién del
contenido exacto de agente activo, 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.
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Auténtico o falsificado?
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