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OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivos definir la importancia de los estudios de
estabilidad de medicamentos y las condiciones en las cuales se llevan a cabo

dichos estudios.

Conocer los métodos analiticos utilizados en el estudio de estabilidad, sus

caracteristicas, y la validacién de estos.



1.- INTRODUCCION

En las ultimas cuatro décadas estudiar la estabilidad de los medicamentos ha
cobrado gran importancia ya que antes este tipo de estudios solo se basaba en la
experiencia y no se tomaba en cuenta la teoria lo que conllevaba a que el tiempo
desde que se producia un medicamento hasta que llegaba al mercado era muy
prolongado lo que afectaba tanto al fabricante como al consumidor. Debido a esto
se desarrollaron métodos analiticos capaces de evidenciar la estabilidad de los
medicamentos para encontrar las condiciones adecuadas que aseguren conservar

la estabilidad de éstos y por tanto su eficiencia.

En la actualidad, existe una gran informacion a nivel mundial sobre los estudios de
estabilidad encontrandola en diversas fuentes de informaciébn como revistas,
articulos, normas, estandares internacionales, internet, etc. Esto ha provocado que

se convierta en un tema amplio y complejo.

Los métodos analiticos han sido de gran importancia en el desarrollo y evolucion
de la industria quimica especialmente en el area farmacéutica, ya que en esta ha
sido necesario desarrollar métodos analiticos para poder llevar a cabo la
determinacion de compuestos y productos de importancia en esta area. Es
necesario el analisis cualitativo y cuantitativo tanto de los insumos como de las
formas farmacéuticas para verificar que cumplan con especificaciones y asi

asegurar la calidad y seguridad de los medicamentos.

Existen muchos tipos de métodos analiticos tanto cualitativos como cuantitativos,
los cuales se emplean para el analisis de diferentes determinaciones como por
ejemplo métodos para la valoracion, disolucion, uniformidad de contenido, etc.
Dentro del andlisis de medicamentos existen métodos conocidos como indicativos
de estabilidad en los cuales esta enfocado el presente trabajo. Estos cuentan con
caracteristicas tales que permiten de manera cuantitativa distinguir cada principio
activo de otras sustancias y de sus productos de degradacion, lo que permite
conocer como se comporta un medicamento en diferentes condiciones

fisicoquimicas, es decir las alteraciones que pueden sufrir los principios activos y



componentes de un medicamento durante el tiempo desde que se produce el

medicamento hasta que se consume incluyendo la vida de anaquel de éste.

Debido a la gran importancia del papel que juegan los métodos analiticos en el
campo industrial es necesario que todos estos estén validados, todo método
nuevo descrito en un expediente debe ir acompafiado de una validacién completa.
La validacion es un paso critico en un método analitico ya que mediante este se
puede asegurar la calidad y confiabilidad de los resultados que se obtienen al

emplearlo.

La validacion corresponde a un estudio cientifico de los criterios de confiabilidad

de un método analitico los cuales dependiendo del estandar o regulacion son:

Linealidad

Precision

Precision intermedia

Exactitud

Especificidad

Limite de deteccion y cuantificacion
Tolerancia

Robustez

YV V.V V V V V V V

Estabilidad Analitica de la muestra

Para un método en condiciones definidas estos criterios son especificos, después
de evaluar todas las caracteristicas mencionadas se puede decir si el método
cumple o no con los fines para los cuales se desarrolld.

Este trabajo se enfoca en los estudios de estabilidad y la validacion de métodos
analiticos empleados para éstos, dando una descripcion general del proceso de

validacion y la importancia de estos métodos en la industria quimica farmacéutica.



2.-INFORMACION GENERAL
2.1-Estabilidad de medicamentos
2.1.1.- Definiciones de estabilidad de medicamentos

La estabilidad de un medicamento es la propiedad de una forma
farmacéutica y/o materia prima contenida en un determinado material de empaque
para mantener dentro de limites especificados y dentro del tiempo de
almacenamiento y uso, las caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas y

terapéuticas que tenia en el momento de ser fabricada®.

La estabilidad de medicamentos también puede entenderse como la
capacidad de un farmaco o medicamento para permanecer dentro de las
especificaciones establecidas, para asegurar su identidad, potencia, calidad y

pureza, durante el periodo de re andlisis o de caducidad®.

De igual manera, la estabilidad de un medicamento puede definirse como
el periodo de tiempo durante el cual el medicamento en su forma dosificada
permanece cumpliendo con las especificaciones como potencia, identidad, pureza,
etc. las cuales se encuentran descritas en farmacopeas internacionales o en la
nacional™.

Asi mismo estabilidad, puede entenderse también como la resistencia
que presenta un farmaco o medicamento a diversos factores fisicoquimicos. Una
formulacién y preparacion adecuada y eficaz no debe tener cambios significativos
que hagan que el medicamento no cumpla con especificaciones, estos cambios
pudieran llegar a ocurrir pero solo si ha llegado a su fecha de caducidad, antes
no'.

Si un medicamento se almacena siguiendo las indicaciones necesarias
definidas en la etiqueta o en su instructivo, no tiene que presentar cambios en sus
caracteristicas que afecten la calidad de éste, si estos cambios hacen que el

medicamento salga de especificaciones quiere decir que tal vez la formulacién y



preparacion del medicamento no sea la adecuada para asegurar la estabilidad

fisicoquimica de éste'®.

2.1.2.- Factores que afectan la estabilidad de un medicamento

medicamentos, los que presentan una mayor influencia son';

Existen

Calor
Humedad
Luz

Oxigeno

diversos factores que afectan

Reacciones con otro compuesto quimico.

2.1.3.- Tipos de estabilidad

La estabilidad puede clasificarse":

ESTABILIDAD

la estabilidad de

FisICA

A 4

A 4

A 4

QUiMICA

MICROBIOLOGICA

BIOLOGICA

2.1.3.1- Estabilidad fisica

los

Al evaluar la estabilidad fisica se toman en cuenta las caracteristicas

fisicas como color, uniformidad, consistencia, transparencia, solubilidad, etc. Se

4



observa si en alguna de ellas hay algun cambio, estos pueden inducirse por
exposicion del medicamento a diversos factores como temperatura, humedad,
tiempo. Lo anterior tiene como objetivo observar cual es el impacto al someter al

medicamento a las condiciones mencionadas'.

2.1.3.2.- Estabilidad quimica

Este tipo de estabilidad afecta tanto al principio activo como a los
excipientes los factores a los que se exponen los medicamentos en este tipo de
estabilidad son hidrdlisis, oxidacion, reduccion, descarboxilaciéon, entre otros, para
evaluar como esto altera el producto. La estabilidad quimica es de las mas
estudiadas ya que tiene un gran impacto en la potencia, pureza del medicamento,

el uso de métodos analiticos es necesario para evaluar este tipo de estabilidad'
15

2.1.3.3.- Estabilidad microbiolégica

Esta se refiere principalmente a la presencia de microorganismos como
hongos, bacterias y virus, ya que los medicamentos pueden contaminarse con
ellos durante su proceso. Estos microorganismos pueden causar serios problemas
a la salud. Si se consumen productos contaminados, pueden ser patégenos o
producir metabolitos téxicos, ademas de que pueden degradar tanto al principio
activo como a los excipientes provocando una disminucion de la concentracion de

estos en la formulacion farmacéutica’™.

2.1.3.4.- Estabilidad biolégica



Esta es especifica en aquellos productos que presenten actividad
enzimatica, u hormonal, etc. Puede relacionarse también con la actividad

toxicoldgica si es que la presentan'.

2.1.4.- Algunos criterios aceptables de estabilidad segin (USP 31, 2008)*:

CONDICIONES MANTENIDAS DURANTE LA VIDA DE
ANAQUEL DEL MEDICAMENTO

TIPO DE ESTABILIDAD

Cada ingrediente activo mantiene su integridad quimica y

QUIMICA _ _ _ N
potencia descrita dentro de limites especificados.
Las propiedades fisicas originales, incluyendo apariencia,
FiSICA consistencia, uniformidad, disolucion y resuspendibilidad se

mantienen.

Se mantiene la esterilidad o resistencia al crecimiento microbiano
, de acuerdo a los requerimientos especificados. Los

MICROBIOLOGICA ) o
conservadores presentes mantienen su efectividad dentro de

limites especificados.

TERAPEUTICA Los efectos terapéuticos se mantienen sin cambio.

TOXICOLOGICA No ocurre incremento significante en la toxicidad.

2.1.5.- Estudios de estabilidad

2.1.5.1.- Definicién

Se definen “aquellas pruebas o ensayos que se le realizan a un
medicamento o materia prima para determinar como se modifican las
caracteristicas fisicas, quimicas y terapéuticas bajo la influencia de diversos
factores ambientales como son temperatura, humedad y luz, con el objeto de
determinar el periodo util y las condiciones de almacenamiento en que sus

caracteristicas permanecen dentro de los limites especificados” °.

2.1.5.2.-Objetivo




El principal objetivo del estudio de la estabilidad de los medicamentos es
contar con evidencia documental que demuestre como se comportan las
caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas, fisicas, quimicas y biologicas,
cuando estos son sometidos a diferentes condiciones ambientales como: luz,
temperatura, humedad, etc. Esto para poder fijar una fecha de caducidad del
producto y definir las condiciones a las cuales debe de almacenarse el producto,
estas dependeran de la estabilidad que presente el medicamento durante el

estudio® .

2.1.5.3.- Importancia

Mas que parte de un protocolo los estudios de estabilidad se han
convertido en una necesidad principalmente en la industria farmacéutica, para
poder garantizar el tiempo util, el cual permita a los medicamentos permanecer y
competir en el mercado farmacéutico dando a los clientes seguridad y eficacia al

momento de usarlos™.

2.1.5.3.1-Fecha de caducidad

Se conoce como periodo de vencimiento al tiempo en el cual el lote del
producto producido se conserva dentro de los limites permitidos en las

condiciones de almacenamiento indicadas® '2.

La fecha de expiracion o fecha de caducidad, se encuentra indicada en la
etiqueta del producto, esta define el dia en que el producto llega al fin de su
periodo de vida util, es decir si el medicamento se usa después de esta fecha no
se garantiza la seguridad y eficacia de este al ser consumido por el publico®. Por
tanto esta es de gran importancia, en la etiqueta se deben de encontrar también
las condiciones de almacenamiento las cuales han sido establecidas por el

fabricante o por algunos documentos legales como las farmacopeas.



Segun las buenas practicas de fabricacién, la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta de los medicamentos “asegura que los medicamentos
susceptibles a deterioro satisfacen estandares apropiados de identidad, potencia,

calidad y pureza al tiempo de uso” ®.
2.1.5.4.- Casos en que se realizan los estudios de estabilidad

Los estudios deben realizarse si'";
» El medicamento o farmaco es nuevo.
+ Hay cambios en el proceso de fabricacion del farmaco.
* Se modifica uno o mas pasos de la misma ruta de sintesis.
* Se hacen cambios en la composicion del producto terminado.
» Se hacen cambios en el envase primario del producto terminado.
* Se encuentra un nuevo farmaco o se desarrolla una nueva forma

farmacéutica.
2.1.5.5.- Tipos de estudio
Se pueden clasificar de la siguiente manera '".

1) “Métodos de vida de anaquel: estos estudios de estabilidad son a
largo plazo (tiempo real) y son aquellos estudios en los que se evaluan las
caracteristicas fisicas, quimicas, fisicoquimicas, biolégicas o microbioldgicas del
medicamento durante el periodo de caducidad bajo condiciones de

almacenamiento normales o particulares™"".

2) “Métodos cinéticos isotérmicos: entre los cuales se encuentran los
estudios de estabilidad acelerada que estan disefiados para incrementar la

velocidad de degradaciéon quimica y/o biolégica o el cambio fisico de un



medicamento, por medio del empleo de condiciones exageradas de

almacenamiento”’.

2.1) Estudios de estabilidad acelerados

Este tipo de estudio fue disefiado con el fin de acelerar la degradaciéon de
un producto terminado por medio de la exposicion de éste a condiciones drasticas
de humedad, temperatura, luz, etc. Como objetivo tiene evidenciar la mayor
informacion posible sobre la degradacién del producto para tomar las medidas

necesarias para su conservacion'”.

3) “Métodos cinéticos no isotérmicos; entre los cuales se encuentran los
estudios de ciclado. Estos ultimos proporcionan evidencia acerca de la
inestabilidad de los farmacos o medicamentos cuando no hay pruebas isotérmicas

disponibles”™".

2.1.5.6.- Condiciones para los estudios de estabilidad

Las condiciones a las cuales se corren los estudios de estabilidad son
variadas, dependiendo de cada producto se establecen en los documentos
regulatorios y dependen de la forma farmacéutica, el envase en el que se
encuentran, etc. Esto hace que existan muchisimas modalidades de un estudio de
estabilidad. Las condiciones mas generales indicadas por dos documentos
regulatorios ICH (International Conference of Harmonization) [Q1A] “Stability
Testings of new Drugs Substances and products” y NOM-073-SSA1-2005

“Estabilidad de medicamentos” son'":

MEDICAMENTOS ICH NOM-073-SSA1-2005
LOTES
Numero de lotes 3 3
Escala 2 piloto y uno mas pequefio Piloto o de produccion




Caracteristicas del lote

Férmula y proceso definitivos misma calidad que el
industrial, usar diferentes lotes de materia prima (no se

aceptan a escala de laboratorio)

Férmula sometida a registro

CRITERIO DE ALMACENAMIENTO

Empaque

Empaque para comercializacion

Material de envase descrito en el

registro

Temp./H.R. primarias
Temp./H.R. primarias

Temp./H.R. primarias

25°C+/-2°C/60% H.R.+/-5% H.R.
5°C+/-3°C
-20°C+/-5°C

Normales:15°C y 30°C/ no mas de

65 % H.R.

Temp./H.R. aceleradas

Temp./H.R.aceleradas

40°C+/-2°C/75% H.R.+/-5% H.R.
25°C+/-2°C/60% H.R.+/-5% H.R.

Sélidos: 40°C+/-2°C/75% H.R+/-
5% H.R.

Liquidos: y semisélidos: 40°C+/-
2°C / humedad ambiente.
Todas las formas farmacéuticas
30°C+/-2°C/humedad ambiente.

Temp./H.R. largo plazo

25°C+/-2°C/60% H.R.+/-5% H.R.
5°C+/-3°C

30°C+/-2°C a condiciones

particulares.

Cambio significativo

Requiere prueba intermedia
30°C+/-2°C/60% H.R.*+/-5% H.R.

Puntos de muestreo
a) acelerada
b) Intermedia

c) largo plazo

0,3y 6 meses
0,6,9y 12 meses
3,6,9, 12, 18, 24 meses y después anualmente hasta la

fecha de caducidad.

Farmacos nuevos 1,2,3 y 6 meses

Farmacos conocidos: 1,2y 3
meses.
3,6,9, 12,18, 24 meses y

después de la fecha de caducidad

tentativa

Métodos de prueba

Método indicador de estabilidad (quimica, fisica y

microbiolégica)

Método indicador de estabilidad

(analisis por duplicado)

Nivel de degradacion

Determinada por la informacién preclinica y clinica.

Limites de aceptacion justificados

Evaluacién

Limite de confianza: 95 % unilateral.

Que cumpla con especificaciones

H.R.-Humedad Relativa

‘Esquema de las condiciones de almacenamiento para los estudios de

»11

estabilidad acelerada y de largo plazo” .
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No

ACELERADA

40°C+/-2°C/75% H.R.+/-5% H.R.

y

LARGO PLAZO

¢CAMBIO
SIGNIFICATIVO?
6 MESES

Si

A 4

30°C+/-2°C/60% H.R.+/-5% H.R.
(12 MESES)

25°C+/-2°C/60% H.R.+/-5% H.R.

No

¢CAMBIO
SIGNIFICATIVO?
12 MESES

Si

A 4

MAYOR PROTECCION
REFORMULACION, REFRIGERAR
MENOR CADUCIDAD

Una vez que los medicamentos se han sometido a las condiciones

establecidas para el estudio de su estabilidad, en los tiempos indicados de

muestreo se les realizan las pruebas farmacopéicas correspondientes estas varian

dependiendo de la forma farmacéutica, por ejemplo, valoracion, apariencia, pH,

disolucién, etc.

2.1.5.6.1.- Zonas climéaticas

En todo el mundo existen diferentes zonas climaticas, y estas se deben

tomar en cuenta para las condiciones del estudio de estabilidad al cual se

11



sometera el producto, esto es de gran importancia ya que si el estudio se realiza a
ciertas condiciones y las condiciones climaticas no fueron tomadas en cuenta se
pueden tener problemas con la estabilidad del medicamento. La temperatura y la
humedad determinan principalmente las condiciones a las cuales debe

almacenarse un medicamento'”.

El mundo esta dividido en 4 diferentes zonas climaticas'":

; . CONDICIONES DE
ZONA CLIMATICA DEFINICION
ALMACENAMIENTO
| Clima templado 21°C/45% H.R
Il Clima subtropical/mediterraneo 25°C/60% H.R
1] Clima caluroso seco 30°C/35% H.R
v Clima caluroso humedo 30°C/70% H.R

Division de las zonas climaticas en el mundo'":

= Fomas iyl
M Zoma 1N
2 Fona IV

IH fonas iy IV

Estas zonas son de gran importancia ya que si se quiere comercializar algun
medicamento a nivel internacional se tiene que tomar en cuenta las condiciones
ambientales del pais al cual se destina el producto y considerarlas en el estudio de
estabilidad y asegurar su conservacion.

12




2.1.5.7.- Reporte de estabilidad

Una vez realizado un estudio de estabilidad se procede a realizar un
reporte en el cual se presente toda la informacién obtenida en el estudio, los

puntos que debe contener son'":

a) Informacién general del producto.

b) Especificaciones e informacion de la metodologia de prueba, aqui debe de
encontrarse la validacién de ésta.

c) Disefio y condiciones del estudio.

d) Datos e informacién de estabilidad.

e) Analisis de datos.

f) Conclusiones.

2.1.5.8 Regulacion de estudios de estabilidad

En la actualidad existen diferentes legislaciones para cada pais, éstas se
encuentran reguladas por diferentes agencias gubernamentales y estas se
encargan de verificar que se cumpla con las especificaciones minimas en los

estudios de establidad™.

En México los medicamentos que se producen y comercializan deben de
apegarse la legislacion respecto a los estudios de estabilidad que aplica en el
pais. Esta legislacion esta establecida por la Secretaria de salud (SSA), en una
norma que trata el tema en especifico de los estudios de estabilidad la cual es la
NOM-073-SSA-2005 “Estabilidad de Medicamentos”.

Debido a los diferentes organismos regulatorios de cada pais era dificil
establecer las especificaciones y caracteristicas para importar y exportar
medicamentos, hasta que se organizé la primera Conferencia Internacional de
Armonizacion (ICH) por sus siglas en inglés, ésta conferencia tuvo como objetivo
establecer requerimientos generales sobre farmacos y medicamentos sobre

estabilidad para homogenizar a los mismos. Los paises que participaron en esta
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conferencia fueron Estados Unidos, la Union Europea y Japén. Esto ayudo a
armonizar las regulaciones de los requerimientos para la evaluacion de farmacos y
medicamentos y esto facilitd la importacién y exportacion de medicamentos en los

diferentes paises’".
2.1.5.9.- Requisito para registro sanitario de un medicamento.

Los estudios de estabilidad son un requisito indispensable para obtener
el registro sanitario de un medicamento ante un organismo regulatorio y poder
comercializarlo, ya que estos aseguran la eficacia y seguridad para los clientes,
siempre y cuando se consuma antes de la fecha de caducidad. Cuando se quiere
obtener el registro se tiene que entregar toda la evidencia documental generada

durante el estudio de estabilidad.

2.2.- Métodos analiticos indicadores de estabilidad

Para poder estudiar la estabilidad es necesario el empleo de métodos
analiticos que sean capaces de evaluar cuantitativamente y selectivamente el
analito de interés. Por lo tanto, una caracteristica esencial de un método de este
tipo es su especificad, la mayoria de las veces estos métodos son desarrollados y

validados ya que no siempre se encuentran en farmacopeas’".

2.2.1.- Definicion y objetivo

Método analitico indicativo de estabilidad.- “Método cuantitativo capaz
de detectar variaciones en las propiedades del material evaluado, debidas a las

condiciones de almacenaje” ®.
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Los métodos analiticos indicadores de estabilidad pueden considerarse
también como aquellos capaces de determinar cuantitativamente caracteristicas
de un analito, siendo capaz de distinguir al analito de sus productos de

degradacion.

El objetivo principal de los métodos analiticos es proveer de evidencia
documentada de que el producto cumple con especificaciones para su

comercializacion.

2.2.2.- Tipos de métodos:

2.2.2.1.- Métodos Espectrofotométricos

Este tipo de métodos se basa en la medida de la absorcion, por las
diferentes sustancias, de una radiacidon electromagnética de longitudes de onda
situadas en una banda definida y estrecha, esencialmente monocromatica'’. La
banda espectral empleada en las mediciones se extiende desde las longitudes de
onda corta de la zona ultravioleta hasta la visible del espectro, por condiciones
practicas éste intervalo espectral puede considerarse como se estuviera
constituido por dos zonas, la ultravioleta de 190nm a 380nm y la visible de 380nm

a 780nm’”.

Se utilizan métodos UV/VIS indirectos (colorimetria), ya que con este se
pueden obtener coloraciones mediante reacciones quimicas pero esto no es de
mucha ayuda ya que mas de una molécula pueden presentar la misma coloracién

al reaccionar con algun reactivo’.

Los métodos UV/VIS directos dependen principalmente de la absorcion
de las moléculas la cual esta relacionada de manera proporcional con la

concentracion del analito, este tipo de métodos permite analizar de manera rapida,
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precisa y facil. Pero a veces pueden presentar problemas en la especificidad ya
que algunos productos de degradacién del analito pueden tener un espectro de

absorcion igual que el del analito™".

También se utilizan métodos de espectrofotometria de infrarrojo, la cual
se basa en la medicion de la radiacién infrarroja debida a la interaccion de los
enlaces que forman los grupos funcionales presentes en las moléculas organicas.
El espectro se presenta en unidades de nimero de onda (cm™) o longitud de onda
(um), en la abcisa y unidades de transmitancia o absorbancia (analisis cuantitativo

en la ordenada’’.

En ocasiones se utilizan la espectrofotometria de emision atémica, la
cual se basa en la medicion de la cantidad de energia absorbida o emitida por

atomos de un elemento metalico, al tratarse en condiciones determinadas’’.

La espectrofotometria de fluorescencia también se utiliza, esta se basa en
la medicion de la intensidad de la fluorescencia emitida por una muestra dada, con
relacion a la emitida por una sustancia de referencia, bajo condiciones

establecidas’’.
2.2.2.2- Métodos Térmicos

El analisis térmico, es la medicidon de las propiedades fisicoquimicas de
los materiales, como funcién de la temperatura, puede proporcionar informacién
sobre la perfeccion del cristal, polimorfismo, temperatura de fusidén, sublimacion,
transiciones del cristal, deshidratacién, evaporacion, pirdlisis, interacciones solido-

sélido y pureza'’.

El analisis termogravimétrico se encarga de medir las pérdidas de masa
que se presentan al encontrarse bajo la influencia de la temperatura, ésta técnica

permite determinar la temperatura de descomposicion realizando una grafica para
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ver si la pérdida de masa esta en funcion de la temperatura, determinar la cantidad
de agua. Se utiliza una balanza sensible, un horno, un registrador que proporcione

la grafica”.

Otro método es el analisis térmico diferencial (ATD), este principalmente
sirve para detectar los cambios (exotérmicos y endotérmicos) que ocurren en los
cambios de estado de la materia como evaporacion, cambios en la forma
cristalina, reaccion quimica son aparatos muy complejos. Los cambios pueden

observarse por una grafica proporcionada por el equipo’".
2.2.2.3.- Métodos Cromatograficos

Este tipo de técnica se basa en la separacion de los solutos mediante la
interaccion fisicoquimica de estos con una fase moévil la cual puede ser un liquido
0 gas y una fase estacionaria. La separacion de los compuestos permite aislar a
cada componente de una matriz para poder identificar cada uno de ellos asi como
cuantificarlos, incluyendo también los productos de degradacién. Por lo anterior
este tipo de métodos son los mas utilizados en los estudios de estabilidad, se
utiliza mayormente la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR), por su
rapidez y sencillez y su bajo costo comparandolo con otras técnicas como

cromatografia de gases’".

En la mayoria de los laboratorios farmacéuticos se emplean las técnicas
cromatograficas (separacion de solutos) combinadas con espectrofotometria
(deteccion de solutos) ya que dan buenos resultados debido a que son capaces
de cuantificar cantidades en ocasiones en el orden de picogramos, esto le da un
gran enfoque a los estudios de estabilidad ya que se puede saber si a un principio

activo le ocurren cambios por muy pequefos que estos sean'’.

2.2.2.3.1.- Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
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El principio de esta técnica se describe en el siguiente esquema’'";
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La migracién diferencial en la CLAR es el resultado del equilibrio de

distribucion de los componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase

movil. Dichos componentes se separan en la columna por diferentes tipos de

interaccioén, luego al salir de ésta son conducidos por la fase movil en el orden en

que emergieron, hacia un detector donde se registra una respuesta proporcional a

su cantidad, sus concentraciones y sus tiempos de retencién en la columna®’.
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El cromatograma resultante muestra cada compuesto que sale de la
columna en forma de picos simétricos con un tiempo de retencion caracteristico
por lo que este tiempo puede emplearse para identificar el compuesto, este tiempo
de retencion (tr) se mide desde el momento de inyeccidén de la muestra hasta el

momento en que aparece el maximo del pico en el cromatograma’.

Los mecanismos o procesos de separacion tienen como resultado la
retencion de las moléculas de una muestra por parte de la fase estacionaria
originando los diferentes métodos de cromatografia liquida, esto es liquido-liquido
o de particion, que consta de una fase estacionaria liquida de composicion distinta
a la de la fase movil e inmiscibles, las moléculas de la muestra se distribuyen entre
ambas fases'’. La cromatografia liquido sélido o también conocida como de
adsorcion incluye particulas de gran area superficial donde las moléculas son
atraidas y por consecuencia retenidas'’. La cromatografia de intercambio i6nico,
en la cual la fase estacionaria contiene grupos ionicos fijos, junto con iones de
carga opuesta (contraion), estos estan presentes en la fase estacionaria en forma
de sales los cuales llevan a cabo el intercambio con la molécula de interés

siempre y cuando tenga carga'’.

La cromatografia de exclusion molecular, en la cual el empaque es un
material poroso donde el tamafio del poro esta bien definido. De esta manera, las
moléculas que son demasiado grandes para el poro eluyen entre las particulas y
salen mas rapido de la columna, mientras que las pequefias penetran en los poros
aumentando su recorrido y prolongando su tiempo de retencion®’.

Existen algunas modificaciones a los tipos de cromatografia como la
llamada fases enlazadas en la cual |la fase estacionaria esta unida quimicamente a
las particulas de soporte. Este empaque se puede considerar de los mas
empleados, ya que es muy estable y la fase estacionaria no se pierde faciimente
por el uso. Esta variante de cromatografia puede llevarse a cabo en fase normal o

fase reversa. En la primera se utilizan empaques polares que funcionan por
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adsorcion, la fase reversa involucra una fase estacionaria poco polar como
cadenas de hidrocarburos unidas a grupos polares del soporte y se utiliza con

fases moéviles muy polares para separar compuestos poco polares'’.

El éxito en la aplicacion de la CLAR para un compuesto dado depende
de la combinacion correcta de las condiciones de operacion, es decir, la
preparacion de la muestra, el tipo y longitud de columna (fase estacionaria), la
fase mévil, la velocidad de flujo de la fase movil y el tipo de deteccion asi como el

algoritmo de integracion’’.

En la actualidad es de las técnicas mas utilizadas para estudios de

estabilidad ya que presenta muchas ventajas en comparacion a las otras técnicas

La técnica de cromatografia en capa fina se puede utilizar como

complemento a la CLAR.

2.2.3.- Ventajas y Desventajas de los Métodos
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2.2.4.- Elecciéon de un método

Para la eleccion de un método analitico es necesario tener informacion
sobre las propiedades fisicoquimicas del producto que se va a analizar, de sus
productos de degradacién, con base en esto se pueden elegir los mas adecuados

para el analisis'".
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Los criterios mas importantes y relevantes que debe tener un método analitico

indicativo de estabilidad":

e Sensible
e Selectivo
e Seguro
e Preciso

e Econdmico

e Corto tiempo de analisis

Una vez que se ha elegido el método se procede a validarlo con el fin de tener

evidencia documentada de que éste arroja datos confiables.
2.3.- Validacion de Métodos Indicadores de estabilidad (CLAR)
2.3.1. Definicion

Segun el Diccionario de la Real Academia Espafiola® define validacion
como: Accion y efecto de validar. Firmeza, fuerza, seguridad o fuerza de algun

acto.

Validacion: Proceso por medio del cual un método analitico es retado por
quién desarrolla el método, o por quien lo utiliza, con la finalidad de establecer su

eficiencia, exactitud, y precisidén para el objeto que fue disefiado®.

Es la confirmacion mediante suministro de evidencia objetiva de que se

han cumplido los requisitos para una utilizaciéon o aplicacion especifica prevista.
2.3.2.- Objetivo

El objetivo de la validacién es contar con evidencia documentada de que
el método analitico cumple con el propdsito con el propdsito para el cual fue

desarrollado.
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2.3.3.- ¢ Cuando realizar la validacién?

Se debe de validar un método analitico cuando éste se desarroll6 y si

esta validado debe revalidarse si hay cambios en:

La sintesis del principio activo.
La composicion del producto terminado.

El método analitico.

Dependiendo de los cambios que hayan ocurrido es el grado de

revalidacion que debe de realizarse®.

2.3.4. Algunos conceptos usados en la validacién de Métodos Analiticos
obtenidos de la NOM SSA 177-1998.

Adecuabilidad del sistema.- Verificaciéon de que el sistema (instrumento
analista, equipo, sustancia de referencia, entre otros) opera con base en
criterios preestablecidos, que permitan asegurar la confiabilidad de los
resultados de los resultados de un método analitico.

Analito.- Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.

Calibracion.- Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones
especificadas, la relacién entre los valores indicados por un instrumento o
sistema de medicion, o los valores representados por una medicion material
y los valores conocidos correspondientes a un patron de referencia.
Documentacion.- Conjunto de informacién que sustenta una actividad
realizada.

Especificaciones.- Descripcion del material, sustancia o producto que
incluye la definicion de sus propiedades y caracteristicas, con las

tolerancias de variacion de los parametros de calidad.
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Método analitico.- Descripcién de la secuencia de actividades, recursos,
materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis
de un componente especifico de la muestra.

Método analitico indicativo de estabilidad.- Método cuantitativo capaz de
detectar variaciones en las propiedades del material evaluado, debidas a
las condiciones de almacenaje.

Método analitico oficial.- Método que aparece en la literatura oficial
reconocida.

Método analitico no oficial.- Método que no aparece en la literatura oficial
reconocida.

Muestra.- Porcion del material a evaluar.

Muestra analitica.- Porcion del material a evaluar de acuerdo al método
analitico.

Muestra adicionada.- Porcidon representativa del material a evaluar, a la
que se le adicionan cantidades conocidas del analito.

Pardmetros de desempefio.- Parametro especifico a estudiar en un
protocolo de validacion.

Placebo analitico.- Muestra que contiene todos los componentes de un
producto a excepcion del analito.

Placebo adicionado.- Muestra de un placebo analitico al cual se le
adiciona una cantidad conocida del analito.

Protocolo de validacion.- Descripcion de pruebas especificas para
demostrar que un proceso da resultados que cumplen con los criterios
preestablecidos de manera consistente.

Recobro.- Cantidad del analito determinada en el placebo adicionado o
muestra adicionada, empleando el método analitico.

Sustancia de referencia: Sustancia de uniformidad reconocida destinada a
utilizarse en comprobaciones analiticas fisicas, quimicas o microbioldgicas
en el transcurso de las cuales sus propiedades se comparan con la

sustancia en evaluacion.
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e Sustancia de referencia primaria.- Sustancia que es designada o
reconocida por tener la mas alta calidad metrologica, cuyas propiedades se
aceptan sin referencia a otras sustancias.

e Sustancia de referencia secundaria.- Sustancia cuyas propiedades se
asignan por comparacion con una sustancia de referencia primaria, o bien,

certificada mediante un

cuando es procedimiento cientificamente

reconocido.

2.3.5.- Pardmetros a validar

En el caso de la validacion de métodos analiticos lo primero que se debe
hacer es definir qué es lo que se va a validar, es decir plantear el objetivo para el
cual se ha disefiado el método analitico, su descripcion y su utilidad. Dependiendo
de la naturaleza del método analitico es como se deben definir las caracteristicas
de la validacion, los experimentos necesarios y establecer los criterios de
aceptacion. Una vez que se tiene definido lo anterior se elabora un plan de trabajo
conocido también como protocolo de validacién en el cual se describen las
pruebas que se van a realizar especificando la manera de llevar a cabo cada una
de ellas, se realiza la validacion y se genera un reporte con los resultados al

término de ésta® & "1,

Los parametros pueden variar dependiendo el propoésito de cada método

por lo que se tiene que evaluar éste y ver que pruebas se tienen que realizar.

Segun ICH Q2A “Text on validation of analitycal procedures”, 1995; las pruebas

que se le realizan a los métodos en la validacion®:

TIPO DE METODO
PRUEBA ) ) IMPUREZAS
IDENTIFICACION VALORACION _ _
CUANTIFICACION LIMITE

Exactitud - + + -
Precision

- +(1) +(1) -

Repetibilidad

Presicion + + + +
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intermedia
Especificidad(2) + + +

Limite de
s -(3) - +

cuantificacién

Limite de deteccion - + -
Linealidad + + -
Intervalo + + -

(-) Significa que no se evalla

(+) Significa que se evalua

(1) Si se hace reproducibilidad no es necesario
(2) Falta de especificidad puede ser compensada por otro método

(3) Puede ser necesario

En el caso de los métodos analiticos usados en estudios de estabilidad

deben evaluarse los siguientes parametros

Linealidad

Precision

Exactitud

Tolerancia

Robustez

YV V. V VYV V V V V V

2.3.5.1.- Linealidad

2.3.5.1.1 Definicion

Precision intermedia

Especificidad

Estabilidad de la muestra

4,6,7,11

Limite de deteccion y cuantificacion (cuando aplique)

Es la habilidad de un sistema o método analitico que asegura que los

resultados obtenidos son directamente proporcionales a la concentracion del

analito dentro de un intervalo definido'".
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La linealidad de un método analitico conoce como la capacidad de este

de obtener resultados que son directamente proporcionales a la concentracién del

analito en la muestra (dentro de un rango) °.

2.3.5.1.2 Procedimiento y criterios

En esta prueba se determina la linealidad del sistema de la siguiente

manera:

1.

Se realiza una curva de calibracion (concentracion vs respuesta), utilizando
al menos 5 puntos preparados por dilucién de una solucion stock la cual se
prepara con estandar de pureza conocida, realizando el analisis por lo
menos duplicado de cada uno de los puntos. El intervalo entre las
concentraciones utilizadas debe de cubrir el 100 %, este porcentaje
correspondera a la concentracion del farmaco cuando no presente

degradacion® ® 1.

Una vez obtenida la curva se obtiene® % "
Intervalo de confianza IC(pendiente), no debe incluir al cero

(r?) el cual debe ser mayor o igual a 0.98
Para la Linealidad del método

Para esta se cargan placebos con al menos tres diferentes cantidades del
analito, se preparan de manera independiente, y se realiza por triplicado el
analisis. Las concentraciones elegidas para cargar los placebos deben de
estar dentro del intervalo utilizado en la linealidad del sistema, incluyendo
claro la concentracion al 100 %. Con los datos obtenidos se realiza una

grafica (concentracion vs respuesta) y se obtiene* ¢ " 1

Valor cero que debe quedar incluido en el intervalo de confianza para la

ordenada al origen.
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2. Valor uno que debe quedar incluido en el intervalo de confianza para la
pendiente.
3. (r® el cual debe ser mayor o igual a 0.98

4. Error relativo a la regresion no mayor a 2 %

2.3.5.2.- Precisioén
2.3.5.2.1.- Definicion

Se conoce como el grado de concordancia entre una serie de
determinaciones obtenidas de repetir el analisis de una muestra homogénea. Se

evalla la repetibilidad ’.

2.3.5.2.2.- Procedimiento y criterios

La precision del sistema se determina por el analisis por sextuplicado de

una solucion al 100 % preparada por dilucion a partir de una solucién stock® & 7 ',

e Una vez obtenidos los resultados se calcula el coeficiente de variacion el

cual no debe ser mayor a 2%.
La precision del método

Esta se determina con 6 placebos cargados de manera independiente al

100 % se analizan con las mismas condiciones de operacion y el mismo analista. *
6,7, 11

e Una vez obtenidos los resultados se calcula el coeficiente de variacion el

cual no debe ser mayor a 2%.
2.3.5.3.- Precision intermedia

2.3.5.3.1.- Definicion
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En esta se evalua la reproducibilidad del método que es el grado de
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo diferentes

condiciones como diferente dia y diferente analista .

2.3.5.3.2.- Procedimiento y criterios

Se determina mediante el analisis por triplicado de una muestra
homogénea del producto final, valorada por dos analistas y en dos dias diferentes

utilizando el mismo equipo y las otras condiciones® ¢ " 11,

e Una vez obtenidos los resultados, estos no deben de presentar un

coeficiente de variacion mayor a 2%.

2.3.5.4.- Exactitud
2.3.5.4.1.- Definicion

La exactitud de un método analitico representa la concordancia entre un
valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el %
de recobro obtenido en el analisis de muestras a las que se le ha adicionado

cantidades conocidas del analito” ',

2.3.5.4.2.- Procedimiento y criterios

Se determina con al menos seis placebos cargados de manera
independiente con la cantidad correspondiente al 100% del analito de interés,

utilizando el método con las mismas condiciones y el mismo analista® ® " '".
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e Una vez obtenidos los resultados del analisis se evaliua % de recobro debe
estar entre (98,0 a 102,0 %), con un coeficiente de variacion no mayor a
2%.

2.3.5.5.- Especificidad
2.3.5.5.1.- Definicién

Es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra o
sustancias de degradacion del activo. El pico del analito no debe tener
interferencia de otros componentes ajenos y ser separados del pico del analito en

un cromatograma’.

2.3.5.5.2.- Procedimiento y criterios

Lo primero que se debe hacer es establecer las posibles sustancias
interferentes y adicionar cantidades conocidas de estas, solas o combinadas a la
muestra y evaluar su respuesta al método, bajo las mismas condiciones del

analisis’.

Si se cuenta con los productos de degradacion, preparar muestras con
placebo adicionado de estos, el placebo adicionado del analito, placebo

adicionado de analito y productos de degradacion y analizar con el método’.

En caso de no contar con los productos de degradacion se pueden
emplear, dependiendo de la naturaleza quimica del analito y si es posible, las

siguientes condiciones para favorecer la inestabilidad del analito en la muestra’:

e Someter el analito, placebo y muestra en un horno a 70°C - 120°C 6 a
20°C, por debajo del punto de fusion del analito de 2 a 4 semanas.
e Exponer el analito, placebo y muestra a luz UV, fluorescente y/o humedad

relativa, por un tiempo apropiado.
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e Hacer soluciones del analito, ajustando el pH (1-2) y/o de (10-12) y
someterlas a 60°C a 80°C por un tiempo apropiado.
e Para formas liquidas o semisolidas. adicionar perdxido de hidrégeno para

favorecer la oxidacion del analito.

El tiempo y las condiciones se deben de seleccionar con el fin de degradar

al analito.

Al analizar los resultados la respuesta del método unicamente debe ser por
el analito, sin que las sustancias de degradacion o excipientes interfieran en

ella, para que cumpla con esta prueba’.

2.3.5.6.- Limite de deteccién y limite de cuantificacién
2.3.5.6.1.- Definicion

Esta prueba aplica si el método determina limite o valoracion de

impurezas.

El limite de deteccion es la concentracion minima del analito en una
muestra que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada, bajo las

condiciones aceptables, bajo las condiciones de operacion establecidas 47

El limite de cuantificaciéon es la concentracion minima del analito, que
puede ser cuantificada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones

de operacion establecidas* ’.

Existen varias metodologias para esta prueba pero la mas usada es una

curva de calibracién y desviacion estandar de la regresion’.

2.3.5.6.2.- Procedimiento y criterios
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Se deben preparar por lo menos tres concentraciones de la sustancia de
interés a valores menores o que incluya la especificacion de la prueba de
impurezas limite para limite deteccidon, o que incluya la especificacion del
contenido/valoracion de la prueba de impurezas para limite de cuantificacion, ya

sean por dilucién o por pesadas independientes’.
Una vez obtenidos los resultados de curva calcular:

e El valor de la pendiente (b+)
 Coeficiente de determinacion (r?)
e Elintervalo de confianza para la pendiente [IC([31)]

e La desviacion estandar de la regresion (Syx)
Con los datos anteriores se calculan:

Limite de deteccion:

3,3 XSy/x
LD = ————
b1
Limite de cuantificacion:
10 X S
C = y/x
b1

Para que esta prueba sea aceptable el coeficiente de determinacion (r2)

debe ser mayor o igual a 0.98, y [IC(B1)] no debe incluir el cero’.
2.3.5.7.- Robustez
2.3.5.7.1.- Definicion

Es la capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefas pero deliberadas, en los parametros normales

de operacion del método. Se evalua la influencia de factores internos del método*
7

2.3.5.7.2.- Procedimiento y criterios
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Primero se tienen que establecer los factores instrumentales como:
(presion, temperatura de la columna, velocidad de flujo, etc.) que se consideren

criticos™® .

Una vez elegidos los factores a modificar, en cada condicion establecida

se analiza la muestra por lo menos por triplicado® ”.

Reportar el % obtenido las muestras a condicion normal de operacién y para las
muestras de las otras condiciones de operacion. Calcular la media aritmética para

la condicion normal, y la media aritmética de cada condicién establecida® ”.

La diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicién respecto a la

condicion normal debe ser no mayor a 2%.* .

2.3.5.8.- Tolerancia
2.3.5.8.1.- Definicion

Se refiere a la reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por
el analisis de la misma muestra bajo diferentes condiciones normales de operacion
como pueden ser equipos, columnas. Es decir se prueba la influencia de factores

externos del método* .

2.3.5.8.2.- Procedimiento y criterios

Se deben definir los factores externos que se van a probar, se fijan por lo
menos dos condiciones de uso, se analiza una misma muestra por lo menos por
triplicado para cada condicion, se reporta el contenido, potencia 6 valoracion del

analito en las muestras* ’.
Con los datos obtenidos calcular* ”:

e La media aritmética (y),
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e Desviacion estandar (S)

e Coeficiente de variacién, debe ser no mayor a 2%.

2.3.5.9.- Estabilidad Analitica de la muestra
2.3.5.9.1.- Definicion

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificacion, de
conservar su integridad fisicoquimica y concentracion de la sustancia de interés
después de almacenarse durante un tiempo determinado por el analista bajo

condiciones especificas* ’.
2.3.5.9.2.- Procedimiento y criterios

Se determina por comparacion de los resultados de los analisis iniciales
de tres muestras con los obtenidos de las mismas muestras después de
permanecer por un tiempo determinado en diferentes condiciones. La diferencia
absoluta de la media aritmética de cada condicidn respecto a la condicion normal

debe ser no mayor a 2%.*".
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3.- Discusién

La estabilidad de los medicamentos es una propiedad importante, ya que
conociendo ésta informacion, se pueden establecer las condiciones optimas para
mantenerla durante la vida util del medicamento es decir desde que se produce
hasta que es consumido por los clientes. El estudio de la estabilidad también
proporciona los datos necesarios para establecer la fecha de caducidad,
asegurando que el medicamento antes de esa fecha conserva las caracteristicas

que presentaba cuando se fabrico.

Es importante evaluar la estabilidad de medicamentos en sus diferentes
categorias (fisica, quimica, microbioldgica, bioldgica), ya que de no evaluarse
cada una de ellas representa un alto riesgo de salud para los consumidores,

desde leve hasta grave. Algunos problemas que se pueden presentar son:

e Falta de actividad terapéutica
e Intoxicacion por productos de degradacion
¢ Infecciones microbianas

e Muerte

Como se mencionO existen normas nacionales e internacionales en las que se
indican como deben llevarse a cabo los estudios de estabilidad es decir las
condiciones a las que debe someterse el medicamento, pero hay que tomar en

cuenta las caracteristicas del mismo para ver cuales son las que aplican.

Los estudios de estabilidad se realizan cuando el medicamento es nuevo para
conocer cdmo se comporta, cuando se realiza algun cambio en el proceso de
fabricacion, acondicionamiento, etc., para ver si estos cambios afectan la

estabilidad del medicamento.

Los métodos empleados para evaluar la estabilidad de los medicamentos son
diversos, se conocen como métodos analiticos indicadores de estabilidad, dentro
de estos el mas usado en los laboratorios actualmente es la cromatografia de
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liquidos de alta resolucion (CLAR), ya que con esta técnica pueden separarse y
cuantificarse los componentes en una matriz, ademas de tener una gran
sensibilidad lo que permite cuantificar concentraciones muy pequefias del analito

de interés.

Estos métodos son de gran importancia ya que evidencia el comportamiento de

los medicamentos en las diferentes condiciones a las que se someten.

Los métodos indicadores de estabilidad empleados en los estudios deben estar
validados, ya que esto asegura con evidencia documental que los datos que se
obtienen al emplearlo se comportan de manera consistente lo cual demuestra que

son confiables y seguros.

En la actualidad no existe una norma que establezca especificamente los criterios
para la validacion, solo existen guias nacionales e internacionales en las cuales la
mayoria de los laboratorios se basan para realizar la validacion, la manera de
llevarse a cabo la evaluacién de los parametros de una validacion, asi como los
criterios de aceptacion dependen de la guia en que se base y del mismo
laboratorio, pero cualquier procedimiento o criterio que no esté especificado en
algun documento debe justificarse.

Al comenzar el andlisis de cada pardmetro en la validacion se debe evaluar la
adecuabilidad del sistema, en la cual por lo regular se realiza el analisis de los
estandares ocupados para la cuantificacion, evaluandose los coeficientes de
variacion, en el caso de (CLAR) se determinan: Factor de coleo, factor de
capacidad, platos tedricos, resolucién. Estos parametros aseguran que el sistema

se encuentra en condiciones correctas para trabajar.
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4.0.- Conclusion

e Se cumplié con todos los objetivos. Por lo tanto ahora sabemos que
los estudios de estabilidad con métodos analiticos validados
aseguran resultados confiables para tomar decisiones sobre el uso,

manejo y almacenamiento de los medicamentos.
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