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Sobre el proyecto GPHF-Minilab™
La proliferacién de medicamentos de baja calidad y falsificados supone una grave amenaza para la salud. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) calcula que una proporcién preocupante del diez por ciento de todos los medicamentos disponibles en los paises en desarrollo son ya
falsificados o de mala calidad. La lucha contra los medicamentos falsificados garantizara que décadas de inversiones en sanidad no se pierdan por
falta de vigilancia.

Dada la prevalencia de los medicamentos falsificados y de mala calidad en todo el mundo, con la mayor carga en los paises en desarrollo, el Global

Pharma Health Fund (GPHF), una organizacién sin &nimo de lucro que cuenta con el Unico apoyo de Merck KGaA, ha desarrollado y proporciona

de forma rentable el GPHF-Minilab™, un minilaboratorio para la realizacién de pruebas rapidas de calidad y la deteccion de medicamentos subes-
tandar y falsificados.

Durante muchos afios, los GPHF-Minilabs han servido como primera linea de defensa contra los medicamentos falsos y de baja calidad que
amenazan la salud de millones de personas en los paises en desarrollo. En total, se han entregado mas de 900 Minilabs en casi 100 paises de las
regiones de Africa, Asia-Pacifico y América Latina.

Los GPHF-Minilabs se utilizan normalmente para el cribado de la calidad de farmacos para la vigilancia basada en el riesgo después de la comer-

cializacién, en los controles fronterizos para la inspeccién, dentro de la cadena de suministro y en el punto de atencién/ dispensacién para la

diligencia debida, etc. Los Minilabs son portétiles, faciles de usar, rentables, requieren una formacién minima y proporcionan resultados rapidos

de identificacién, cuantificacién y desintegracién. Los GPHF-Minilabs no sustituyen a los ensayos de laboratorio del compendio completo. Mas

bien, utilizan su tecnologia para identificar los medicamentos defectuosos para los ensayos de laboratorio completas, lo que se ha convertido en
la mejor practica establecida para las tecnologias de cribado.

El inventario de métodos de Minilabs incluye actualmente 100 ingredientes farmacéuticos activos en sus respectivos productos acabados para el

tratamiento de enfermedades transmisibles y no transmisibles, por ejemplo, antibiéticos, antituberculostéticos, antimaléricos, antivirales, antidia-

béticos, antiasmaticos, analgésicos y medicamentos cardiovasculares y gastrointestinales. A ellos se suma ahora la dexametasona, utilizada para
aliviar algunos sintomas observados en los casos graves de COVID-19.

Los principales socios en la implementacién de Minilab son las autoridades nacionales de salud y de regulacién de medicamentos junto con la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el programa Promoting the Quality of Medicines Plus de USAID. Los datos generados con el GPHF-

Minilab™ sefialaron eficazmente medicamentos antipalldicos y antibacterianos falsos sin principios activos y activaron varias veces las alertas
mundiales de productos médicos de la OMS. Los Minilabs salvan vidas.

COVID-19 aumenta la necesidad insatisfecha de un control de calidad de los medicamentos no sofisticado y asequible en los paises de bajos

ingresos. Esta es la fuerza que impulsa el desarrollo de nuevos protocolos de ensayo GPHF-Minilab™ para comprimidos e inyecciones de dexa-

metasona en la actualidad. La necesidad de realizar més pruebas también subraya la importancia de la colaboracién, por ejemplo, con nuestros
socios ejecutores con sede en Estados Unidos.
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Salud y seguridad

Nota importante

Tanto los productos quimicos contenidos
en el GPHF-Minilab™ asi como los farmacos
que van a ser analizados contienen sustancias
peligrosas. Por este motivo, las personas que
trabajan directamente con el Minilab y las per-
sonas que los asisten deben seguir en detalle las
instrucciones dadas en los manuales para evitar
riesgos potenciales en la salud como resultado
del contacto accidental con estas sustancias o
farmacos respectivamente. Se debe tener cui-
dado 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 disposicién un extractor, este
puede ser reemplazado por una ventilacion
simple pero suficiente.

Sintomas tales como somnolencia, problemas
respiratorios, nauseas o dermatitis deben
ser reportados con prontitud a los supervi-
sores, 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

s

abundante agua, reportar al supervisor y si es
necesario a los médicos locales para recibir la
atencion apropiada.

Se deben usar trajes y lentes de proteccién
cuando se trabaje con soluciones agresivas, por
ejemplo, 4cidos fuertes o soluciones alcalinas.

Utilice ropa de proteccién, p.ej. un mandil/
delantal y gafas de sequridad, antes de comenzar
cualquier trabajo de comprobacion de la calidad
de los medicamentos. Ldvese bien las manos y
la cara después del trabajo.
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7. 1 01 Dexametasona en comprimidos

Primer cribado de las deficiencias del producto mediante ensayos fisicos

I.  ENSAYOS FISICOS*

Busque deficiencias en el etiquetado, el enva-
sado y las formas farmacéuticas, tal como se
describe en los capitulos introductorios sobre
métodos y operaciones generales del manual
principal publicado en 2020, e informe de las
anomalias. Considere la posibilidad de tomar
fotografias, por ejemplo, con la cdmara de un
smartphone. Cada comprimido suele contener
2, 4 u 8 mg de dexametasona por base libre.
Se sabe que existen otras dosis. Verifique el
peso total de los comprimidos con la balanza
electrénica de bolsillo suministrada. Todas

las formulaciones de comprimidos de dexa-
metasona de liberacién rapida deben pasar
también el ensayo de desintegracién descrita
en el manual principal. Deben desintegrarse
en agua a 37 °C en menos de 30 minutos. Es
un defecto importante si una formulaciéon de

su forma farmacéutica, defectos en el envase
o con etiquetas incompletas, dafiadas o que
faltan; o con etiquetado en otros idiomas o
almacenados en malas condiciones, deberan
ser sometidos a un ensayo de cromatografica
en capa fina.

liberacién instantanea no pasa este ensayo.
Il. RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos a pre-
cios extremadamente bajos o para los cuales los
documentos acompafiantes faltan o no son los
correctos, asi como aquellos con defectos en

* Los ensayos fisicos incluyen la inspeccién visual y la verificacién de determinadas propiedades fisicas del producto, incluida la desintegracion.

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

I PRINCIPIO

La dexametasona se extrae de los comprimidos con un volumen conocido de metanol y luego
se comprueba su identidad y contenido mediante cromatografia en capa fina (CCF) frente a una
sustancia de referencia adecuada.

II.  EQUIPOS Y REACTIVOS

1) Pistilo 15) Papel de filtro
2) Papel aluminio 16) Tijeras
3) Embudo 17) Pinza

18) Luz ultravioleta de 254 nm

19) Luz ultravioleta de 366 nm

20) Camara de sumersion
(frasco de 250 ml)

21) Agua destilada o potable

4) Espétula

5) Cinta adhesiva
6) Rotulador

7) Léapizy regla
8) Viales de 10 ml

9) Juego de pipetas graduadas
(1a25ml)
10) Juego de frascos de vidrio de laboratorio
(25 a 100 ml)
11) Placas Merck CCF de aluminio con

22) Metanol

23) Acetona

24) Acetato de etilo

25) Solucién de acido sulfarico al 96%
26) Sustancia de referencia, por ejemplo,

recubrimiento de gel de silice 60 F dexametasona 8 mg comprimidos
tamafio 5x10 cm

12) Microcapilares de vidrio
(2-pl de capacidad)

13) Cémara de desarrollo CCF
(frasco de 500 ml)

14) Plancha de calefaccion

254/

lll.  PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DEL ESTANDAR

La preparacion de la solucién madre del estandar requiere de un producto auténtico usado como
sustancia de referencia, por ejemplo, comprimidos con contenido de 8 mg de dexametasona.
1) Se envuelve el comprimido usado como referencia en papel aluminio y se reduce a polvo fino
usando el pistilo. 2) Se desocupa cuidadosamente el contenido del papel aluminio en un frasco
de vidrio de laboratorio de 25 ml y se enjuagan todos los residuos sélidos con 8 ml de metanol
con una pipeta graduada adecuada. 3) Se cierra el frasco y se agita por unos tres minutos, hasta
que se haya disuelto la mayor parte de los sélidos. 4) Se deja reposar la solucién por unos cinco
minutos mas, para que los residuos no disueltos se asienten en el fondo del frasco. La solucién
obtenida debe contener 1 mg de dexametasona total por ml y se rotula ‘Solucién madre del
estandar de dexametasona’. La solucién se prepara fresca para cada ensayo. 5) Se continta el
trabajo con el liquido claro o turbio sobrenadante.
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IV.  PREPARACION DE LA SOLUCION
ESTANDAR DE TRABAJO AL 100%
(LIMITE SUPERIOR)

La solucién madre del estandar no requiere de dilucién posterior, habiendo alcanzado ya la
concentracion final de trabajo de 1 mg de dexametasona total por ml. Para un manejo mas
conveniente, se puede transferir un poco del liquido sobrenadante a un vial de 10 ml.

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

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

Se pipetean 4 ml de la solucién madre del estandar a un vial de 10 ml y se afiade 1 ml de metanol
con pipetas graduadas adecuadas. Se tapa y agita el vial. La solucién obtenida debe contener 0,8 mg
de dexametasona total por mly se rotula ‘Solucion estdndar de trabajo de dexametasona al 80%’.

Esta solucién estandar de trabajo representa un producto farmacolégico de baja calidad, con
contenido de dexametasona de solo 80% de lo indicado en la etiqueta. En la investigacion actual,
este nivel de contenido de farmaco es el minimo 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
2 MG DE DEXAMETASONA POR
COMPRIMIDO

4 MG DE DEXAMETASONA POR
COMPRIMIDO

8 MG DE DEXAMETASONA POR
COMPRIMIDO

Se toma dos comprimidos completos de las muestras seleccionadas durante el trabajo de campo.
De acuerdo con el procedimiento usual, los comprimidos se envuelven en papel aluminio y se
trituran hasta obtener un polvo fino. Se transfiere todo el polvo obtenido a un frasco de labora-
torio de 25 ml. Para la extraccién, se afladen 4 ml de metanol utilizando una pipeta graduada
apropiada. Se tapa el frasco y se agita por unos tres minutos, hasta que la mayor parte de los
sélidos se haya disuelto. Se deja reposar la solucién por unos cinco minutos mas, hasta que los
residuos que no se hayan disuelto queden asentados en el fondo del frasco.

Transfiera el polvo obtenido de un comprimido de muestra entero a un frasco de vidrio de labora-
torio de 25 ml, afiada 4 ml de metanol utilizando una pipeta graduada y extraiga la dexametasona.
Continde trabajando como en el caso anterior.

Transfiera el polvo obtenido de un comprimido de muestra entero a un frasco de vidrio de
laboratorio de 25 ml, aflada 8 ml de metanol utilizando una pipeta graduada y extraiga la dexa-
metasona. Continle trabajando como en el caso anterior.

Todas las soluciones madre producidas deberan contener finalmente 1 mg de dexametasone total
por ml y rotularse ‘Solucién madre de la muestra de dexametasona’. Las soluciones se preparan
frescas para cada ensayo. Se continta el trabajo con los liquidos claros o turbios sobrenadantes.

VIIl.  PREPARACION DE LA SOLUCION DE
TRABAJO DE LA MUESTRA

Las soluciones madre de la muestra de dexametasona no requieren de dilucién posterior, ya que
representan la concentracion final de 1 mg de dexametasona por ml. Si se prepara a partir de
un producto de alta calidad, esta solucién de muestra debe coincidir con la concentracién de
dexametasona de la solucién estandar de trabajo superior producida arriba. Para un manejo mas
conveniente, se puede transferir un poco del liquido sobrenadante a un vial de 10 ml.

VIIl. APLICACION DE LAS MUESTRAS

Marque una linea de origen paralelay a unos 1.5 cm del borde inferior de la placa cromatogréafica
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.

En una placa se pueden aplicar hasta cinco muestras. Comprobar la uniformidad de lasmanchas
utilizando luz UV de 254 nm. Todas las manchas deberan tener forma circular y estar situadas
equidistantes entre si en la linea de origen. Aunque las intensidades puedan diferir, los didme-
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tros nunca deben hacerlo. Las diferencias de intensidad se deben a la cantidad de excipientes
residuales contenidos en los comprimidos o a la diferente concentracién de agentes activos
en las soluciones de muestra. Una diferencia en el tamafio de los didmetros es resultado de un
deficiente procedimiento de aplicacién. Por lo tanto, se debera repetir el procedimiento hasta
que el diametro de las manchas sea homogeneo.

Seque suavemente las manchas. Para ello, sujete la placa de cromatografia con las pinzas sumi-
nistradas durante unos 30 segundos en la corriente de aire caliente justo encima de la placa cale-
factora. Agite la placa CCF hacia arriba y hacia abajo constantemente y cada vez que baje la placa
de cromatografia, puede tocar la superficie de la placa caliente durante una fraccién de segundo.

IX.

HACER CORRER LA PLACA
CROMATOGRAFICA

Se pipetean 20 ml de acetato de etilo, 2 ml de acetona y 0,2 ml de agua al frasco a utilizarse como
camara de desarrollo. Se tapa la cdmara y se mezcla muy bien. Se recubre la pared de la cdmara
con papel filtro y se espera por unos 15 minutos para asegurar la saturacién de la cdmara con el
vapor del solvente. Cuidadosamente se coloca la placa CCF cargada en el frasco. Cerrar el frasco
y hacer correr la placa hasta que el frente del disolvente haya alcanzado aproximadamente las
tres cuartas partes de la longitud de la placa. El tiempo de proceso sera de unos 10 minutos. Se
retira la placa de la cdmara, se marca la linea del frente del solvente y se evapore el exceso de
disolvente. Para ello, sujete la placa cromatografica con las pinzas suministradas durante aprox.
dos minutos en la corriente de aire caliente justo por encima de la placa calefactora. Sacudir
arriba y abajo la placa de CCF constantemente y cada vez que la placa de cromatografia baje,
puede tocar la superficie de la placa calefactora durante fracciones de segundo.

X.

DETECCION DE LOS AGENTES
ACTIVOS

Secar todo el disolvente residual y observar la placa cromatogréfica bajo luz UV de 254 nm utili-
zando la lampara a pilas suministrada, preferiblemente en una sala oscura. Utilizar este método
de deteccién tanto para la identificacion como para la cuantificacion.

Para una mayor identificacién y semicuantificacién, tifia la placa cromatogréafica con écido sulfarico
y séquela en una placa calefactora. Para ello, llene el vaso de plastico de 250 ml suministrado
con 190 ml de metanol, seguido de 10 ml de solucién de acido sulfirico concentrado al 96 %
y mezcle suavemente. Deje que la mezcla se enfrie y sumerja la cromatoplaca en la solucién de
tincién utilizando unas pinzas. Sacar inmediatamente la placa CCF de la solucién y dejar escurrir
todo el exceso de liquido sobre papel absorbente. Limpie el liquido restante de la parte posterior
de la placa cromatogréfica y continte secando toda la solucién de manchado en la placa de
calentamiento suministrada. Durante el calentamiento, las manchas de dexametasona y otras
manchas de corticosteroides relacionadas se haran gradualmente visibles a la luz del dia. Tenga en
cuenta que el procedimiento de tincién con solucién de acido sulfrico es muy similar al descrito
con ninhidrina en la pagina 36 del manual principal. Después de leer la cromatoplaca a la luz del
dfa, se puede hacer una verificacién adicional de la identidad y el contenido de la dexametasona
exponiendo la cromatoplaca a una luz ultravioleta de 366 nm en una sala oscura.

XI.

OBSERVACIONES HECHAS A 254 NM

Una mancha azul-violeta a una distancia de recorrido de aproximadamente 0,44 indica la presen-
cia de dexametasona en la solucién de ensayo. Otras manchas fuertes generadas por la solucién
de ensayo apuntarian a otros farmacos o a la degradaciéon de la dexametasona, siendo este
Gltimo caso méas probable cuando se asocia a una mancha principal més pequefia. Una mancha
principal mas pequeria de la solucién de ensayo también puede indicar un contenido pobre de
dexametasona y ninguna mancha en absoluto una ausencia total de dexametasona. Los agentes
auxiliares incorporados en diferentes productos acabados pueden causar algunas manchas mas
débiles que se desplazan junto al frente del disolvente o que emergen cerca o en la linea de origen.
Otros corticosteroides relacionados se separan claramente de la mancha de dexametasona y sus
factores de retencion relativos son los siguientes: aproximadamente 0,36 para la prednisona,
aproximadamente 0,32 para la prednisolona, aproximadamente 0,34 para la metilprednisolona y
aproximadamente 0,37 para la hidrocortisona. Obsérvese que la lactosa que se encuentra en las
formulaciones de comprimidos no se moveria en absoluto y permaneceria en la linea de origen.
Lo mismo es valido para el fosfato de dexametasona de las soluciones inyectables.
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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 dexametasona

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

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

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

1.0 Frente del solvente
Las mismas manchas de dexameta-

1 0.8 sona observadas a la luz UV de 366
nm tras el manchado con acido
sulfdrico

1 0.6
Manchas de dexametasona

1 0.4

10.2

1 0.0 __Linea de origen

1 2 3 4

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

Con una nueva exposicion de la placa cromatogréfica al acido sulfdrico y al calor, las manchas
de dexametasona observadas anteriormente a 254 nm se vuelven ahora grises, con diferentes
intensidades que indican diferentes concentraciones del formaco. Otros corticosteroides relacio-
nados se comportan de forma muy similar, con la excepcién de la hidrocortisona, que se vuelve
de color amarillo sucio.

XIIl. OBSERVACIONES HECHAS A 366 NM
TRAS EL MANCHADO CON ACIDO
SULFURICO

Cuando la placa tefiida se expone a la luz ultravioleta de 366 nm en una sala oscura, la dexame-
tasona y cada mancha de otros corticosteroides relacionados muestran ahora variaciones de una
fluorescencia muy débil de color rosa oscuro a azul oscuro, con la excepcién de la hidrocortisona,
que muestra aqui una fluorescencia blanca brillante. En cualquier caso, la dexametasona, con su
prominente factor de retencién relativo de aproximadamente 0,44, esté por delante de todos
los demas corticosteroides.

XIV. RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

La mancha de dexametasona en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo debe
corresponder en términos de color, tamaio, intensidad, forma y distancia de recorrido al cro-
matograma obtenido con las soluciones estdndar alta y baja. Este resultado debe obtenerse con
cada método de deteccidon. 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. Para documentar el proceso, haga fotos de todos los resultados con una camara
digital desactivando primero el flash.
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7. 1 02 Dexametasona'21 -fOSfatO como sal disédica en soluciones inyectables

Primer cribado de las deficiencias del producto mediante ensayos fisicos

I.  ENSAYOS FISICOS

Busque deficiencias en el etiquetado, el enva-
sado y las formas farmacéuticas, tal como se
describe en los capitulos introductorios sobre
métodos y operaciones generales del manual
principal publicado en 2020, e informe de las
anomalias. Considere la posibilidad de tomar
fotografias, por ejemplo, con la cdmara de un
smartphone. Cada ml de solucién estéril suele
contener unos 3,3 mg de dexametasona (como
fosfato dis6dico), lo que equivale a unos 4 mg

de dexametasona-21-fosfato o a unos 4,37 mg
de sal disédica de dexametasona-21-fosfato.
Se sabe que existen otras concentraciones de
dosificacién, por ejemplo, la que figura en la
actual lista de medicamentos esenciales para
adultos o nifios de la OMS es de 4 mg de
dexametasona por base libre (presentada como
fosfato disédico) por ml. El contenido acuoso
de las ampollas y viales de fosfato de dexame-
tasona tiene un aspecto claro e incoloro y no
presenta materias/particulas extrafas. Si no

II. ~ RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

Los productos farmacéuticos adquiridos a pre-
cios extremadamente bajos o para los cuales los
documentos acompafiantes faltan o 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
almacenados en malas condiciones, deberan
ser sometidos a un ensayo de cromatogréfica

es asi, se trata de una deficiencia importante. en capa fina.

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

l. PRINCIPIO

Las soluciones inyectables que contienen sal disédica de fosfato de dexametasona se diluyen
con un volumen conocido de agua y la identidad y el contenido del fosfato de dexametasona
se comprueban mediante cromatografia en capa fina (CCF) con referencia a una solucién de
control apropiada.

Nota importante: La sal sédico de fosfato de dexametasona es higroscépica y muy inestable
a temperatura ambiente y, por lo tanto, ya es dificil de manejar en el laboratorio completo y
casi imposible de manejar en el campo como agente de referencia. Para evitar los problemas
de estabilidad asociados a los estdndares sélidos de referencia, se pueden comparar productos
acabados de soluciones inyectables de dexametasona entre si. Debe tenerse cuidado de que
tanto las soluciones de referencia como las de muestra tengan exactamente el mismo contenido
de fosfato de dexametasona, por ejemplo, las muestras de producto que contienen 4 mg de
fosfato de dexametasona (equivalente a aproximadamente 4,37 mg de fosfato sédico de dexa-
metasona) por ml de solucién inyectable sélo pueden compararse con soluciones de referencia
que también contengan 4 mg de fosfato de dexametasona por ml de solucién inyectable. Las
soluciones inyectables de dexametasona listas para su uso son generalmente estables durante
dos o tres afios en el envase original protegido de la luz a 25 °C. Sélo se aplican las instrucciones
de almacenamiento y la fecha de caducidad que figuran en la etiqueta.

II.  EQUIPOS Y REACTIVOS

1) Rotulador 17) Agua destilada o potable

2) Cinta adhesiva 18) Metanol

3) Lapizy regla 19) n-Butanol

4) Viales de 10 ml 20) Solucién de 4cido acético al 96%

5) Juego de pipetas graduadas 21) Solucién de acido sulfirico al 96%
(1a25ml) 22) Solucién de referencia, por ejemplo,

6) Juego de frascos de vidrio de laboratorio 8 mg de fosfato de dexametasona

(25 a 100 ml)

7) Placas Merck CCF de aluminio con
recubrimiento de gel de silice 60 F
tamafio 5x10 cm

8) Microcapilares de vidrio
(2-pl de capacidad)

9) Camara de desarrollo CCF
(frasco de 500 ml)

10) Plancha de calefaccion

11) Papel de filtro

12) Tijeras

13) Pinza

14) Luz ultravioleta de 254 nm

15) Luz ultravioleta de 366 nm

16) Céamara de sumersion
(frasco de 250 ml)

en ampollas de 2 ml, cada milimetro
contiene 4 mg de fosfato de dexame-
tasona o 4,37 mg de sal disédica de
fosfato de dexametasona

254/
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lll.  PREPARACION DE LA SOLUCION
MADRE DEL ESTANDAR

La preparacion de la solucion madre del estandar requiere de un producto auténtico usado para
fines de referencia, por ejemplo, ampollas de dexametasona fosfato de 8 mg de fuentes acredita-
das que contengan 2 ml de solucién inyectable, cada ml con 4 mg de fosfato de dexametasona:
1) Antes de abrirla, agitar y golpear enérgicamente la ampolla varias veces sobre una superficie
blanda, por ejemplo un libro, para que el liquido de la cabeza de la ampolla corra hacia abajo
y se combine con el liquido del cuerpo de la ampolla. 2) A continuacién, rompa la cabeza de
la ampolla vacia y transfiera toda la soluciéon del cuerpo de la ampolla a un frasco de vidrio de
laboratorio de 10 ml. 3) Para forzar la solucién a través del cuello estrecho de la ampolla, puede
ser Gtil conectar sin apretar el cuello abierto de la ampolla a la boca abierta del frasco de vidrio
de laboratorio y agitar esta construccién, con la ampolla sentada boca abajo en el frasco de labo-
ratorio, enérgicamente de arriba a abajo. 4) Cerrar el frasco de laboratorio una vez que se haya
completado el trasvase de la solucién. Lamentablemente, la simple decantacién no funciona. 5)
Etiquetar como ‘Solucién madre del estdndar de fosfato de dexametasona/FD’. No es necesario
realizar ninguna otra dilucién.

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

Pipetear 1 ml de la solucién madre del estédndar en un vial de 10 ml y afadir 7 ml de agua utili-
zando pipetas graduadas adecuadas. Cerrar y agitar el vial. La solucién obtenida debe contener
0,5 mg de fosfato de dexametasona total por ml y ser etiquetada como ‘Solucion estandar de
trabajo de FD al 100%’. Prepare de nuevo esta solucién para cada ensayo. Continle trabajando
con la solucién clara diluida.

Esta solucion estandar de trabajo superior representa un farmaco de buena calidad que contiene
el 100% de fosfato de dexametasona.

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

Pipetear 0,5 ml de la solucién madre del estandar en un vial de 10 ml y afiadir 4,5 ml de agua
utilizando pipetas graduadas adecuadas. Cerrar y agitar el vial. La solucién obtenida debe conte-
ner 0,4 mg de fosfato de dexametasona total por mly ser etiquetada como ‘Solucién estandar
de trabajo de FD al 80%".

Esta soluci6n estandar de trabajo inferior representa un medicamento de baja calidad que contiene
sélo el 80% de la cantidad de fosfato de dexametasona indicada en la etiqueta del producto. En
la investigacion actual, este nivel de contenido de fosfato de dexametasona es el minimo acep-
table 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 4 MG DE FOSFATO DE
DEXAMETASONA POR VIAL/AMPOLLA
DE 1 ML

8 MG DE FOSFATO DE DEXAMETA-
SONA POR AMPULLA/VIAL DE 2 ML

Tome una ampolla de 4 mg y compruebe primero que el contenido de fosfato de dexametasona
indicado en la etiqueta es el mismo entre la muestra y la solucién de control. A continuacién,
transferir todo el contenido liquido a un frasco de vidrio de laboratorio de 10 ml de la misma
manera como se ha descrito anteriormente para la ampolla de referencia. Obtenga 0,5 ml de
solucién de inyeccion de del frasco de laboratorio con una pipeta graduada adecuada y combi-
narla con 3,5 ml de agua en un segundo frasco de laboratorio de 10 ml. Cerrar, agitar y etiquetar.
Tenga en cuenta que la manipulacién de los frascos es mucho mas facil que la manipulacién de
las ampollas, ya que el pipeteo puede hacerse directamente a través de la apertura de las mismas
sin tener que utilizar un frasco de laboratorio.

Tome una ampolla de 8 mg y compruebe primero que el contenido de fosfato de dexameta-
sona indicado en la etiqueta coincida perfectamente con la muestra y la solucién de control. A
continuacién, transfiera todo el contenido liquido a un frasco de vidrio de laboratorio de 10 ml
de la misma manera que se ha descrito anteriormente para la ampolla de referencia. Obtenga
1 ml de solucién de inyeccién del frasco de laboratorio utilizando una pipeta graduada adecuada
y combinela con 7 ml de agua en un segundo frasco de laboratorio de 10 ml. Cerrar, agitar y
etiquetar. Tenga en cuenta que la manipulacion de los frascos es mucho mas facil que la mani-
pulacién de las ampollas, ya que el pipeteo puede hacerse directamente a través de la abertura
de las mismas sin tener que utilizar un frasco de laboratorio.

Todas las soluciones madre de muestra producidas deben contener finalmente 0,5 mg de fosfato de
dexametasona total por mly ser etiquetadas como ‘Solucién madre de la muestra de FD'. Prepare
de nuevo estas soluciones para cada ensayo. ContinGe trabajando con las soluciones claras diluidas.
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VII.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE
TRABAJO DE LA MUESTRA

Las soluciones madre de muestras de fosfato de dexametasona no requieren ninguna dilucién
adicional. Ya representan la concentracion final de trabajo de 0,5 mg de fosfato de dexameta-
sona por ml. Si se prepara a partir de un producto de alta calidad, la solucién de muestra debe
coincidir con la concentracién de fosfato de dexametasona de la solucién estandar de trabajo
superior producida anteriormente.

VIIl. APLICACION DE LAS MUESTRAS

Marque una linea de origen paralelay a unos 1.5 cm del borde inferior de la placa cromatogréfica
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.

En una placa se pueden aplicar hasta cinco muestras. Comprobar la uniformidad de lasmanchas
utilizando luz UV de 254 nm. Todas las manchas deberan tener forma circular y estar situadas
equidistantes entre si en la linea de origen. Aunque las intensidades puedan diferir, los diametros
nunca deben hacerlo. Las diferencias de intensidad se deben a la cantidad de excipientes residuales
o a la diferente concentracién de agentes activos en las soluciones de muestra. Una diferencia
en el tamafio de los didmetros es resultado de un deficiente procedimiento de aplicacién. Por lo
tanto, se debera repetir el procedimiento hasta que el diametro de las manchas sea homogeneo.

Seque suavemente las manchas. Para ello, sujete la placa de cromatografia con las pinzas sumi-
nistradas durante unos dos minutos en la corriente de aire caliente justo encima de la placa cale-
factora. Agite la placa CCF hacia arriba y hacia abajo constantemente y cada vez que baje la placa
de cromatografia, puede tocar la superficie de la placa caliente durante una fraccién de segundo.

IX.

HACER CORRER LA PLACA
CROMATOGRAFICA

Pipetear 12 ml de n-butanol, 4 ml de agua y 4 ml de solucion de acido acético al 96% en el frasco
utilizado como camara de desarrollo. La fase mévil tomada es la misma que en la ediciéon 10.0
de la Farmacopea Europea. Cerrar la cdmara y mezclar bien. Forrar la pared de la camara con
papel de filtro y esperar unos 15 minutos para asegurar la saturacién de la cdmara con vapor de
disolvente. Colocar con cuidado la placa de CCF cargada en el frasco. Cierre el frasco y desarrolle
la placa cromatografica hasta que el frente del disolvente se haya desplazado aproximada-
mente un cincuenta por ciento (!) de la longitud total de la placa cromatografica, con un
tiempo de desarrollo de unos 30 minutos. Al extender el tiempo de desarrollo a 60 minutos,
la difusién molecular comenzaré a afectar la forma de las manchas de fosfato de dexametasona.
Retire la cromatoplaca de la cdmara, marque el frente del disolvente y deje que el exceso de
disolventes se evapore de la placa cromatogréfica. El 4cido acético y el n-butanol son disolventes
de baja volatilidad en los que normalmente se utiliza la placa caliente para la evaporacién de la
placa de CCF durante un periodo de tiempo mas largo. Por otro lado, las manchas de fosfato
de dexametasona son muy sensibles al calor y la cromatoplaca no debe sobrecalentarse. Por lo
tanto, deje que la fase mévil residual se evapore durante unos 30 segundos colocando la placa de
CCF directamente sobre la placa calefactora suministrada y, a continuacién, continte secando la
placa cromatogréfica durante unos cuatro minutos en la corriente de aire caliente situada direc-
tamente sobre la placa calefactora utilizando las pinzas suministradas. Para ello, sacudir arriba
y abajo la placa cromatogréfica constantemente y cada vez que la cromatoplaca baje, también
debera tocar la superficie de la placa calefactora durante fracciones de segundo. Recuerde que
cualquier sobrecalentamiento hara desaparecer las manchas de fosfato de dexametasona. Como
alternativa, la placa CCF puede secarse con un secador de pelo.

X.

DETECCION DE LOS AGENTES
ACTIVOS

Secar todo el disolvente residual y observar la placa cromatografica bajo luz UV de 254 nm utili-
zando la lampara a pilas suministrada, preferiblemente en una sala oscura. Utilizar este método
de deteccidn tanto para la identificacion como para la cuantificacion.

Para una mayor identificacién y semicuantificacion, tifia la placa cromatogréafica con écido sulfarico
y séquela en una placa calefactora. Para ello, llene el vaso de plastico de 250 ml suministrado
con 190 ml de metanol, seguido de 10 ml de solucién de acido sulfirico concentrado al 96 %
y mezcle suavemente. Deje que la mezcla se enfrie y sumerja la cromatoplaca en la solucién
de tincién utilizando unas pinzas. Sacar inmediatamente la placa CCF de la solucién y dejar
escurrir todo el exceso de liquido sobre papel absorbente. Limpie el liquido restante de la parte
posterior de la placa cromatogréfica y continle secando toda la solucién de manchado en la
placa de calentamiento suministrada. Durante el calentamiento, todas las manchas de fosfato
de dexametasona se haran gradualmente visibles a la luz del dia después de aproximadamente
un minuto. Tenga en cuenta que el procedimiento de tincién con solucién de acido sulfdrico es
muy similar al descrito con ninhidrina en la pagina 36 del manual principal. Tras la lectura de
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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 fosfato de dexameta-
sona

Recorrido No. 2:
Farmaco de buena calidad con contenido
aceptable de fosfato de dexametasona

Recorrido No. 3:

Farmaco de calidad deficiente con conte-
nido inaceptable bajo en fosfato de dexa-
metasona

Recorrido No. 4:

Estandar inferior de trabajo representando
80% de contenido de fosfato de dexameta-
sona

Posicion extendida
del frente del solvent con
60 minutos de desarrollo de
la placa

Las mismas manchas de dexame-
tasona observadas a la luz UV de
366 nm tras el manchado con acido
sulfdrico

_1.0 Posicién preferencial
La . del frente del solvente con
0.8 30 minutos de desarrollo de
- la placa
_0.6
Manchas de fosfato de
0.4 dexametasona
_0.2
_0.0 —— ... Llineade origen

1 2 3 4
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la cromatoplaca a la luz del dia, se puede realizar una verificacion adicional de la identidad y el
contenido del fosfato de dexametasona exponiendo la cromatoplaca a una luz ultravioleta de
366 nm en una sala oscura.

XI. OBSERVACIONES HECHAS A 254 NM

Una mancha azul-violeta a una distancia de recorrido de aproximadamente 0,49 indica la presencia
de fosfato de dexametasona en la solucién de ensayo. Otras manchas fuertes generadas por la
solucién de ensayo apuntarian a otros farmacos o a la degradacion del fosfato de dexametasona,
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 dexametasona y ninguna mancha en absoluto una ausencia completa de fosfato de
dexametasona. Los agentes auxiliares incorporados en los diferentes productos acabados pueden
causar algunas manchas mas débiles que se desplazan junto al frente del disolvente o que emergen
cerca o en la linea de origen. Sélo a titulo informativo: Si la dexametasona estuviera presente en
forma de su base libre, recorreria una distancia de aproximadamente 0,87.

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

Tras una nueva exposicién de la placa cromatogréfica al acido sulfdrico y al calor, las manchas
de fosfato de dexametasona observadas anteriormente a 254 nm se vuelven ahora grises, con
diferentes intensidades que indican diferentes concentraciones de farmaco.

XIIl. OBSERVACIONES HECHAS A 366 NM
TRAS EL MANCHADO CON ACIDO
SULFURICO

Tras exponer la placa cromatografica tefiida a la luz UV de 366 nm en una sala oscura, las manchas
de fosfato de dexametasona muestran una débil fluorescencia gris rojiza.

XIV. RESULTADOS Y MEDIDAS A TOMAR

La mancha de fosfata de dexametasona en el cromatograma obtenido con la solucién de ensayo
debe corresponder en términos de color, tamafo, intensidad, forma y distancia de recorrido al
cromatograma obtenido con 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 es rechazado, si el contenido del agente activo no puede veri-
ficarse en el tercer ensayo. Para obtener una segunda opinién, 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. Para documentar el proceso, haga fotos de todos los resultados con una camara
digital desactivando primero el flash.
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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
Unico 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 veinte afios de trabajo en proyectos, el GPHF-Minilab™ ha demostrado
su idoneidad en casi 100 paises.

Este suplemento es un nlmero especial sobre la medicacién prioritaria con dexametasona
para el alivio de los sintomas en los casos graves de COVID-19 en el hospital.

El inventario de métodos del manual principal de GPHF-Minilab, publicado en 2020,
consiste en una coleccién de procedimientos de ensayo para 100 ingredientes
farmacéuticos activos para la verificacion rapida de la calidad
de una amplia gama de productos
farmacéuticos acabados.

Global Pharma Health Fund
www.gphf.org



