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RESUMEN

El bioguimico farmacéutico debe ser un profesional con capacidad para aplicar una
variedad de métodos y técnicas para determinar y cuantificar farmacos, cuyo origen pueda
ser desconocido. Muchas veces por motivos humanos o factores externos, los
medicamentos que se encuentran almacenados pueden deteriorarse, sobre todo, sus
etiquetas, impidiendo conocer de qué medicamento se trata. Para corregir esta situacion,
se utilizan métodos instrumentales para identificar y cuantificar el posible principio
activo. Esta seria la problemética del presente trabajo investigativo que tendria como
objetivo general, determinar, desde un punto de vista cualitativo y cuantitativo, al
ketorolaco como posible farmaco de un medicamento, mediante los correspondientes
métodos instrumentales establecidos en las monografias oficiales, con el propdsito de
darle validez a un lote que muestra un deterioro visible del empaque. El presente trabajo
es de caracter no experimental, es un estudio descriptivo en base a recopilaciéon de
informacion a partir de fuentes bibliograficas, relacionadas con los métodos
instrumentales de identificacion y cuantificacion del medicamento dudoso. Como
resultado se describe la utilidad del método de cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR), asi como el analisis a través de espectroscopia ultravioleta visible, para

determinar la identidad del medicamento, de acuerdo a normativas oficiales.

Palabras claves: ketorolaco, AINE, métodos instrumentales, cromatografia liquida de

alta eficiencia.



ABSTRACT

The pharmaceutical biochemist must be a professional with the ability to apply a variety
of methods and techniques to determine and quantify drugs, whose origin may be
unknown. Many times, due to human reasons or external factors, the medicines that are
stored can deteriorate, especially their labels, preventing us from knowing which
medicine it is. To correct this situation, instrumental methods are used to identify and
quantify the possible active ingredient. This would be the problem of the present
investigative work that would have as a general objective, to determine, from a qualitative
and quantitative point of view, ketorolac as a possible drug of a medicine, through the
corresponding instrumental methods established in the official monographs, with the
purpose of giving it validity to a lot showing visible packaging deterioration. The present
work is of a non-experimental nature, it is a descriptive study based on the compilation
of information from bibliographic sources, related to the instrumental methods of
identification and quantification of the doubtful drug. As a result, the usefulness of the
high resolution liquid chromatography (HPLC) method is described, as well as the
analysis through visible ultraviolet spectroscopy, to determine the identity of the drug,

according to official regulations.

Keywords: ketorolac, NSAIDs, instrumental methods, high performance liquid

chromatography.
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1. INTRODUCCION

En la industria farmacéutica la investigacion cientifica juega un rol importante, ya que el
analisis y estudio de nuevos farmacos, asi como la mejora de los productos existentes se
realiza a un ritmo apresurado. Los procesos productivos en dicha industria, hacen uso de
tecnologias de avanzada con el interés de mejorar la calidad y seguridad de los productos
finales. Tomando en consideracion las exigencias actuales, los laboratorios de produccién
estandarizan procedimientos para garantizar la maxima calidad en el producto. En tal
sentido ciencias coma la quimica, farmacologia, bioquimica, microbiologia, entre otras,

hacen una especial contribucion?®.

El proceso de desarrollo de farmacos comienza con la innovacion de una molécula que
ha demostrado valor terapéutico para combatir, controlar o curar enfermedades, cuyos
procesos requieren de alto nivel de inversion econémica para su innovacién y
desarrollo?. La sintesis y caracterizacion de tales moléculas, que también se denominan
ingredientes farmaceuticos activos (IFA) y su analisis para crear datos preliminares de

seguridad y eficacia terapéutica, son requisitos previos a su comercializacion y consumo.

Uno de los medicamentos de mayor uso por la poblacion son los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), utilizados para el alivio de la inflamacion, disminucion de la fiebre
y del dolor, asociado diversas patologias®. El ketorolaco es un AINE que se utiliza,
principalmente, por sus potentes propiedades analgésicas en el tratamiento a corto plazo

del dolor agudo®.

El ketorolaco trometamina esta disponible comercialmente en forma de tabletas orales,
inyectable, aerosol nasal y como solucion oftdlmica. Sus propiedades analgésicas lo
convierten en una herramienta util para el manejo del dolor en muchos entornos, incluido
el dolor postoperatorio®. Este farmaco aunque tiene diversidad de formas de
administracion, las mas frecuentes son por via intramuscular e intravenosa, donde los
efectos terapéuticos de alcanzan con mayor rapidez, en contraste con la administracion

por la via oral, a través de capsulas o comprimidos® .

Durante el proceso de fabricacion de un medicamento, es indispensable el cumplimiento
de buenas practicas de fabricacion (BPF) las que deben garantizar la calidad, seguridad y
eficacia Optimas para el paciente; estas son aplicables tanto para la fabricacion de las
materias primas, como para el medicamento, incluso para las fases de almacenamiento y

distribucion que acontecen entre cada etapa del proceso’.



Independientemente del farmaco que posea un medicamento, si estos son ineficaces,
nocivos o de mala calidad, provocaran riesgos para la salud y pérdidas econémicas. El
problema se ve agravado por las condiciones climaticas adversas y la debilidad del
sistema de suministro de medicamentos (incluidos el almacenamiento y el transporte), los
cuales conducen al deterioro de la calidad del farmaco, la pérdida de actividad y la posible
formacion de productos de degradacion nocivos®. Todo ello hace imprescindible que
cualquier producto farmacéutico deba someterse a procedimientos analiticos para

garantizar su eficacia y seguridad.
Caso practico a resolver

En un establecimiento farmacéutico hay un lote de medicamentos, que debido a factores
ambientales su caja ha sido degradada, lo que complica la visualizacion del nombre y
concentracion de dicho medicamento. El gerente de este establecimiento solicita ayuda al
bioquimico farmacéutico para que le sugiera que hacer en este caso y resuelva el problema

presentado; se sospecha que el medicamento es ketorolaco.

En base a la revision de articulos cientificos, farmacopeas y otra literatura disponible
¢Qué métodos instrumentales usted seleccionaria para identificar y cuantificar el posible
medicamento? Argumente su seleccion teniendo en cuenta las caracteristicas quimicas y
fisicas del medicamento. Considere el fundamento, caracteristicas y ventajas del método

instrumental.

Ante tal interrogante el presente trabajo tiene como objetivo general determinar, desde
un punto de vista cualitativo y cuantitativo, al ketorolaco como posible IFA de un
medicamento, mediante los correspondientes métodos instrumentales establecidos en las
monografias oficiales, con el propdésito de darle validez a un lote que muestra un deterioro

visible del empaque.



2. DESARROLLO

2.1.Definicion del ketorolaco trometamina

La formula molecular del ketorolaco trometamina es C1sH13NO3. C4H11NO3z y su hombre
quimico es () -5-benzoil-2,3-dihidro-1H-pirrolizina-1- &cido carboxilico, 2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanodiol (figura 1). El ketorolaco es una mezcla racémica de los

isomeros D (+) y L (-), estando asociado el efecto bioldgico con la forma L del farmaco®.
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Figura 1. Estructura quimica de ketorolaco trometaminaZ®.

La eficacia farmacologica se mantiene de manera exclusiva en forma de sal de
trometamina, lo cual incrementa su solubilidad al contacto con el agua. La eficacia del

farmaco esta relacionada a la concentracion de los enantiémeros S y R,
2.2.Propiedades fisico- quimicas

El ketorolaco, de acuerdo a la Farmacopea mexicanal* y Argentina'?, cuenta con las

siguientes propiedades fisico y quimicas:

Tabla 1. Propiedades fisico- quimicas del ketorolaco trometamina

N° Propiedades fisicas y quimicas
1 | Peso molecular 255,27 g/mol
2 | Apariencia fisica Polvo cristalino blanco o casi blanco
3 | Punto de fusion 162-165°C
Solubilidad 200 g/L. Soluble en agua y metanol; poco soluble en
4 alcohol. Insoluble en acetona, hexano, tolueno,

acetonitrilo, dioxano, entre otros.
5 Coeficiente de 2,1

reparto octanol/agua

6 Presencia de anillo Pirrolizina, fenilo

7 NuUmero de centros 1

quirales




2.3.  Meétodos de analisis
2.3.1. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-Vis es un tipo de espectroscopia de absorcion en la que una
molécula absorbe la luz en la zona de espectro de la radiacion ultravioleta-visible. La
absorcion de las radiaciones UV- Vis da como resultado la excitacion de los electrones
de niveles de energia mas bajos a mas altos (estado excitado)®. La absorcion de energia
depende de la estructura electrénica de la molécula por lo que tiene amplia aplicacion en

la caracterizacion moléculas orgénicas.

La identificacion de una molécula mediante espectrofotometria de absorcion UV-visible
se efectla analizando las caracteristicas del espectro de absorcion (méaximos, minimos y
puntos de inflexion). La forma més certera de llevar a cabo este procedimiento es a través
de la comparacién del espectro de absorcion de la muestra problema con el espectro del
estandar de referencia indicado. La existencia de una gran similitud entre dichos
espectros, resulta una aproximacion a la identidad de la muestra. Debe considerarse que
la comparacion puede realizarse entre espectros referidos en la literatura, sin embargo,
presenta el inconveniente de no estar realizados ambos bajo las mismas condiciones

experimentales*,

2.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiencia

La separacion de compuestos quimicos presentes en una mezcla con vistas a su

identificacion y cuantificacion, ha sido de gran interés para la quimica analitica 141518,

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR), que generalmente se abrevia con las
siglas HPLC (del inglés High Performance Liquid Chromatography), resulta de gran
aplicacion en el campo de los medicamentos, de los alimentos, en la industria quimica,

en las ciencias forenses, entre otros 178,

El método presenta multiples ventajas, puede ser aplicado a una gran variedad analitos,
cuenta con una alta precisién en sus resultados, se pueden realizar separaciones analiticas
mediante los cuatro mecanismos de separacion (adsorcion, reparto, intercambio ionico y

filtracion sobre gel) y no requiere el uso de muestras volatile °.

El objetivo del analisis por CLAR es similar al de cualquier otro tipo de anlisis

cromatogréafico, lograr la mejor separacion posible de los componentes de una mezcla,



con la finalidad de identificarlos y cuantificarlos por el método apropiado. En tal sentido

este método logra separaciones excelentes, con una gran rapidez.

Para llevar a cabo la separacidn es necesario tener en cuenta la naturaleza fisico-quimica
de la columna donde esta empacada la fase estacionaria, ya que de la eleccion apropiada
de ésta depende en gran medida el éxito del analisis. Con relacion a los parametros de
operacion los fundamentales: son la composicidn de la fase mavil, el sistema de elucion
empleado (isocratico o de gradiente), la velocidad de flujo, asi como la concentracion de

la muestra y el volumen de esta a inyectar.

El andlisis cualitativo de los componentes puede realizarse mediante diversos métodos,
los cuales pueden ser cromatograficos y no cromatograficos. Los métodos
cromatogréficos son rapidos y sencillos, sin embargo, pueden tener limitaciones. Se suele
comparar el tiempo de retencion del patrén o estandar, la anchura del pico de un analito
medido en la mitad de la altura, el enriquecimiento de pico, la utilizacion de un detector
de arreglo de diodos y el acoplamiento con otras técnicas como la espectrometria de

masas™®.

La cuantificacion por CLAR se fundamenta en la correspondencia lineal que hay entre la
concentracion del compuesto presente en la muestra inyectada y el area o la altura del

pico correspondiente.

Actualmente, el procesamiento de la informacion cromatogréafica se desarrolla a través de
software cromatograficos especializados, los cuales procesan la informacion que brinda
el detector, tales como: tiempos de retencién, las areas y alturas de los picos del
cromatograma correspondiente a una muestra, el cromatograma completo asi como otros

datos de interés'*,



2.4. Solucion del problema

Segun la literatura el ketorolaco trometamina se comercializa en diferentes formas
farmaceéuticas tales como comprimidos, inyectable, aerosol nasal y como solucién
oftalmica ?°. El primer paso a realizar para llevar a cabo la identificacion del
medicamento, seria el procesamiento de la muestra, en dependencia de la forma

farmacéutica que se presente.

Asumiendo como ejemplo que el medicamento se presente como tabletas, segin lo
dispuesto por la USP 38, se debe preparar una disolucion de ketorolaco trometamina a
una concentracion de 0,2 mg/mL (disolucion madre de la muestra)?. Para tal efecto se
transfieren 10 tabletas a un volumétrico y se adiciona agua en una cantidad equivalente
al 10% del volumen del volumétrico. Se somete a sonicacion buscando la desintegracion
total de las tabletas y la consecuente liberacion del principio activo. Posteriormente, se
debe agregar metanol, en una cantidad de, aproximadamente, el 40% del volumen del
recipiente, llevAndose nuevamente a un equipo de ultrasonido durante 10 minutos, hasta
total disolucidon del ketorolaco trometamina. Se realiza el enrase con metanol, se mezcla,

se centrifuga y se deja en reposo?.

Una vez preparada la disolucion de la muestra problema se procede a la identificacion y

cuantificacion del principio activo, utilizando la CLAR.

Segun la USP 38, el método de analisis de eleccion es la CLAR utilizando las siguientes

condiciones cromatograficas:

e Fase movil: lamezcla de metanol, agua y acido acético glacial (55: 44:1), la cual,
previa debe ser filtrada a través de un filtro con un tamafio de poro de 0,45 pm.
e Preparacion de disoluciones para analisis
- Disolvente: metanol y agua (1:1), envasar en frasco ambar para proteger de
la luz
- Disolucion madre del patron: 0,24 mg/mL del estandar de referencia (ER)
USP ketorolaco trometamina en metanol.
- Disolucion del patron: 24 pg/ml de ER USP en diluyente, a partir de la
disolucion madre del patron.
- Disolucion de la muestra: 0,02 mg/ml de la disolucion madres de ketorolaco
trometamina antes preparada a partir de las tabletas, en el disolvente antes

elaborado, metanol y agua (1:1).



e Cromatografo
- Detector: UV 254 nm
- Columna: 4,6 mm x 25 cm; 5 um de tamarfio de particula
- Velocidad de flujo: 1,2 mL/min.
- Volumen de inyeccion: 100 pl.

Luego de realizada la corrida cromatografica se procede al analisis del cromatograma.
Segun la farmacopea la identificacion del principio activo se realiza mediante la
comparacion del tiempo de retencién de los picos correspondientes al estandar o patron
de referencia (ER) y el pico inherente a la muestra objeto de estudio. Segun ensayos
realizados por Soto el tiempo del estandar y la muestra debe ser de 5.20 min, lo que

permitiria aproximarse a la identidad del principio activo 2.

Cuando se realiza la identificacion mediante el tiempo de retencion hay que tener en
cuenta que ambas muestras (ER y muestra problema) deben ser corridas bajo las mismas
condiciones de analisis. EI tiempo de retencion depende de diversos factores tales como
la naturaleza de la fase estacionaria, longitud y diametro interno de la columna, velocidad
de flujo, entre otros. Si bien el tiempo de retencién no da una certeza absoluta, la
probabilidad de que sean el mismo compuesto es mayor cuando se tiene una sospecha de

su identidad quimica, tal como es el caso.

En tal sentido, la identidad del farmaco pudiera ser sustentada con mayor certeza con el
uso de otros métodos sean de caracter cromatografico o de otra naturaleza. Por ejemplo,
determinando el ancho del pico justo en la altura media, lo que resulta una caracteristica
distintiva. De manera que, cuando un compuesto desconocido presenta el mismo tiempo
de retencién que un ER y ademas sus anchuras en la semialtura son similares, existe una

mayor certeza de que sea la misma sustancia 4.

Otra opcion pudiera ser utilizar un cromatografo de alta eficacia con un detector
espectrofotométrico UV-Vis con arreglo de diodos. Este detector, ademas de determinar
los tiempos de retencion de los compuestos, es capaz de realizar un barrido en un rango
de longitudes de onda, permitiendo la obtencion del espectro de absorcion de cada uno de

los compuestos que eluyen de la columna.

Para el caso objeto de andlisis, molécula que presenta en su estructura quimica grupos
cromoforos conjugados, el espectro de absorcion que refiere la literatura es el que se

muestra en la figura 2. Se puede apreciar que la molécula presenta dos maximos de



absorcion uno a 243 nm y el otro a 318 nm. Si los espectros de absorcion de ambas
muestras presentan los mismos maximos de absorcion (Amax), es una evidencia mas que

refuerza la identificacion de la muestra.

1.2 1 318.6nm

|

1.0 -

0.8 1

06 4 243.4nm

!

0.4 4

Absorbancia

0.2 9

0,0 r r r r r r r y 1
220 240 260 280 300 320 340 360 3380 400
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Figura 2. Espectro ultravioleta visible del keterolaco trometamina *2

Como fue referido con anterioridad, lo mas aconsejable es obtener los espectros UV-Vis
de ambas muestras (ER y muestra problema) bajo idénticas condiciones, con el fin de
hacer mas certera la comparacion. No obstante, la utilizacion de la espectrometria UV-
visible en el andlisis cualitativo es limitada ya que los espectros muestran bandas anchas
asociadas solo con la presencia de grupos funcionales conocidos como cromoforos
conjugados, mas no con el resto de la estructura. Los valores de absorcion maxima de
muchos grupos cromdéforos, no se afectan apreciablemente por las caracteristicas
estructurales de los grupos que no absorben en esta zona del espectro electromagnético y
que conforman la estructura molecular. Como resultado, dos compuestos quimicos
estructuralmente diferentes, pero con iguales cromdforos, ofrecerdn espectros de

absorcion UV-Vis muy similares®,

Con relacion al analisis cuantitativo, este resulta de gran importancia para dar solucion a
la problematica en cuestidn, ya que no solo es necesario saber la identidad del IFA en la
forma farmacéutica, sino que también es imprescindible saber si se encuentra su dosis

dentro de los limites establecidos como validos por las monografias oficiales.

Segun la USP 38 la cantidad de ketorolaco trometamina debe estar en el rango entre 90%

y 110% de la dosis establecida en la etiqueta.



Para dicho andlisis la farmacopea establece la siguiente formula de calculo, luego de

realizar el analisis mediante CLAR.
Resultado = (ru/rs) x (Cs/Cu) x 100
ru: area del pico de la disolucién de la muestra
rs: area del pico de la disolucion del patron o ER

Cs: concentracion de ketorolaco trometamina ER USP en la disolucion estandar
(mg/mL)

Cu: concentracion de ketorolaco trometamina en la disolucion de la muestra
(mg/mL)

Si al realizar la cuantificacién del ketorolaco trometamina, este no cumple con los
criterios de aceptacion respecto a la dosificaron del medicamento (tabletas), debera ser
rechazado su uso terapéutico. Tomando en consideracion las malas condiciones de
almacenamiento, existe la posibilidad de que los niveles del IFA estén por debajo de 90%,

lo cual evidenciaria su caducidad.

Otra opcién analitica podria ser el acoplamiento de un cromatdgrafo (HPLC) a un
espectrometro de masas (EM). Con estos equipos se logra la separacion de mezclas
mediante la técnica cromatografica y la identificacion de compuestos de diversa

naturaleza quimica, a través de la EM**,

Recientemente, Mostafa y colaboradores desarrollaron y validaron un método de analisis
mediante  cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, para la
determinacion y cuantificacion del ketorolaco trometamina, en un novedoso sistema de

administracion del farmaco 2.



3. CONCLUSIONES

El uso de la espectroscopia ultravioleta-visible y la cromatografia liquida de alta
resolucion, resultan ser las herramientas fundamentales para determinar la identidad del
medicamento objeto de estudio, cuyo IFA se presume sea el ketorolaco trometamina.
Ambas técnicas, como primera eleccion, se encuentran descritas en las monografias
oficiales (USP 38) y deben desarrollarse con el uso del correspondiente estandar de

referencia.

Demostrar la identidad del farmaco no es suficiente para validar su uso terapéutico, dicho
medicamento (tabletas tomadas como ejemplo) debe cumplir con los criterios de
aceptacion establecidos por la farmacopea (valoracion quimica del IFA entre 90% y

110%) de la cantidad declarada de ketorolaco trometamina.
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