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SÍNTESIS

Este trabajo se realizó con vistas a garantizar confianza en los resultados del control de 

calidad del SURFACEN, cumplimentando la tenencia de Materiales de referencia para el 

control interno de los métodos analíticos, así como la demostración de la aptitud de estos 

para los fines previstos. 

Se obtuvieron dos tecnologías alternativas a la de obtención del medicamento, para la 

elaboración de Materiales de Referencia de fosfolípidos a partir de pulmón de conejos, para 

ser utilizados en el control interno de los ensayos bioquímicos y biológicos de evaluación del 

surfactante natural pulmonar SURFACEN. 

La primera tecnología fue validada mediante la producción de tres lotes de Material de 

Referencia Interno de fosfolípidos (MRI), los cuales fueron caracterizados bioquímica y 

tecnológicamente, demostrándose que cumplían con todos los requisitos de calidad que le 

exigen a este tipo de producto para fines analíticos. Se establecieron los indicadores de 

calidad de este MRI. La segunda tecnología permitió la obtención de un candidato a Material 

de Referencia Interno Biológico (MRIB), con la actividad biológica requerida para permitir su 

uso como control positivo en el método de gazapos inmaduros. Se elaboraron y 

caracterizaron dos lotes de este MRIB con resultados preliminares promisorios. 

Fueron previamente validados los métodos analíticos que se utilizaron para la 

caracterización bioquímica, comprobándose en todos los casos que los mismos cumplen 

con los indicadores que establece la USP XXIV para cada tipo de método. Además se 

estandarizó, optimizó y validó un nuevo sistema de análisis de fosfolípidos por CLAR que 

permite la separación y cuantificación rápida de los principales componentes del producto, 

específicamente el principio activo y el producto de degradación. 

Por último se realizó un estudio de factibilidad económica de las tecnologías propuestas y 

del nuevo sistema analítico que avala la posibilidad de la introducción de estos resultados 

en el sistema de control de calidad de este importante producto con vistas a la disminución 

de los costos de calidad, garantizar el cumplimiento de las regulaciones y la liberación de un 

producto seguro, estable y eficaz. 
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INTRODUCCION

Un aspecto importante a tener en cuenta para garantizar la competencia en los laboratorios 

de ensayos, es la calidad analítica de los métodos que se utilizan, para lo cual la norma que 

establece los requisitos para la acreditación, la NC ISO/IEC 17025 (2000), recomienda una selección 

adecuada de los ensayos de forma que satisfagan, en primera instancia, las necesidades del cliente 

y resulten apropiados para lograr los objetivos previstos; los cuales preferiblemente deben ser 

métodos analíticos (MA) publicados como normas internacionales, regionales o nacionales. 

Pero una realidad se impone, y está relacionada con la falta de disponibilidad de MA oficiales 

para la gran variedad de objetos de análisis, que cada día se incrementa con una tendencia en 

correspondencia con lo infinito de la realidad; por lo que muchas veces es imprescindible el uso de 

MA no cubiertos por especificaciones normalizadas, para estos casos la NC ISO/IEC 17025 plantea 

que este tiene que ser validado previamente, para confirmar que los mismos se ajustan al uso 

previsto. 

Existen varias técnicas para validar un MA, las que se utilizan de forma independiente o 

combinada, en dependencia del método, su complejidad, el propósito para el cual se usa, entre otros; 

estos pueden ser: calibraciones utilizando patrones o materiales de referencia, comprobación de los 

resultados alcanzados con otros métodos, comprobaciones interlaboratorios, evaluación sistemática 

de los factores que influyen en los resultados, evaluación de la incertidumbre de los resultados 

basada en la comprensión científica de los principios teóricos del método y de la experiencia 

práctica, entre otras. Este proceso, además, constituye siempre un balance entre los costos, los ( 

riesgos y las posibilidades técnicas que ofrecerá el método analítico. 

Otras de las medidas para asegurar la calidad de los resultados de los MA es el uso de 

materiales de referencia, lo cual es una necesidad no solamente para la evaluación de la exactitud 

de los métodos de ensayos en el proceso de validación, sino una herramienta para el control de la 

calidad analítica diaria, una vez que el método ya ha sido establecido. 

Es por esta razón que el avance y la diversidad de tecnologías en la evaluación de productos 

farmacéuticos, ha impulsado la aparición en el mercado de un gran número de Materiales de 

Referencia Certificados (MRC) (NC ISO Guía 33, 2000), por organizaciones internacionales 

reconocidas (NIST, USP, NIBSC). Sin embargo, el elevado costo de estos no permite su adquisición 

para uso de rutina en el control de calidad; además, la diversidad de productos y ensayos 

imposibilitan la existencia de todos los MRC necesarios, es por ello que la tendencia en la mayoría 

de los laboratorios encargados de
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evaluar productos, es a elaborar sus propios Materiales de Referencia Internos (MRI). La forma de 

evaluar estos materiales puede ser por el laboratorio individual o en forma cooperada usando estudios 

interlaboratorios, en todos los casos si existe un material certificado deben realizarse pruebas de 

contrastación entre el material interno y el certificado. 

La elaboración de un MRI requiere del cumplimiento de los requisitos planteados en las Normas 

ISO e Informes Técnicos emitidos por la OMS para materiales de referencia químicos y biológicos (OMS, 

Technical Report Series, No. 822, 1992; No. 840, 1994). Esto demanda un gran esfuerzo del laboratorio 

productor para cumplir el mínimo de ensayos requeridos para demostrar la validez del MRI, e impone un 

costo significativo de recursos materiales y humanos, por lo que el aspecto económico debe ser 

considerado al establecer la necesidad de elaborar un MRI. Sin embargo, la confianza que brinda este 

material al resultado del ensayo, ha contribuido al auge de que en muchos laboratorios se elaboren sus 

propios MRI, los cuales son imprescindibles para el control de la calidad de los productos. Por otra parte, 

la actividad de Materiales de Referencia, donde se incluye el personal que atiende el manejo y control de 

los materiales, son aspectos que están contenidos en la Regulación 37 del CECMED, que rige la 

aplicación de las Buenas Prácticas de Laboratorio en los laboratorios de control de medicamentos 

(Regulación 37, 2004). 

El Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria, fundado en 1980, tiene como misión actual la de ” 

Contribuir a preservar la salud animal, vegetal y humana “, para lo cual ha desarrollado varias líneas de 

investigación, insertadas en un nuevo modelo institucional de Investigación- Desarrollo; dentro de las 

cuales resalta por su impacto económico y social, la relacionada con el programa de medicamentos para 

uso humano, de donde se ha derivado como uno de los resultados más relevantes la obtención en 1989 

de un surfactante natural exógeno, elaborado a partir de pulmón porcino, el cual se emplea con una alta 

eficacia en el tratamiento del Síndrome de Dificultad Respiratoria del Recién Nacido (SDRN), avalado por 

tres ensayos clínicos en Cuba, Chile y México, y por más de 10 años en la práctica médica cubana 

(Moreno y col., 1994; Manzanares y col., 1997). Este tiene la ventaja con respecto a otros surfactantes 

que se comercializan, de ser completamente natural y ofrecer precios más bajos. Fue aprobada su 

patente en Cuba y España, y está registrado por el CECMED desde 1997. 

Debido a la importancia económica del producto, la complejidad de la vía de administración 

(instilación endotraqueal), así como el tipo de población a la que va dirigida su uso, se hace necesario 

extremar los controles de calidad al producto final, 
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siendo de obligatorio cumplimiento el uso de métodos validados, así como el empleo de materiales de 

referencia que den confiabilidad a los resultados. 

Los componentes mayoritarios de este producto son los fosfolípidos y dentro de ellos la 

fosfatidilcolina (PC) es la que se encuentra en mayor proporción, constituyendo la fracción disaturada, la 

fracción activa de este producto biológico (Holm y col., 1997). De ahí que en el control del producto final 

se desarrollen un grupo de técnicas encaminadas a conocer el contenido total de fosfolípidos, así como a 

identificar y cuantificar los diferentes fosfolípidos componentes, prestando especial atención a la 

dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) como principio activo principal, la PC como componente mayoritario y la 

LPC como elemento tóxico que debe encontrarse en pequeñas cantidades menores de 10 mg/ kg de 

peso (Grossmann y col., 1999). 

Entre los métodos para el análisis de productos biológicos con contenido de fosfolípidos está la 

cromatografía de capa delgada (CCD) (Touchstone y col., 1980; Lendrath y col., 1991; Mallinger y 

col., 1994; Miwa y col., 1996; y Hiroshi y Magobei, 1996) , la cual a pesar de ser muy utilizada para la 

identificación y cuantificación de estos compuestos, presenta desventajas como: la variabilidad de 

los resultados (rf) por la fácil afectación del sistema cromatográfico por factores ambientales como 

la humedad y la temperatura, la gran manipulación a que se someten las muestras al ser imprescindible 

el raspado de cada una de las manchas para su posterior cuantificación por espectrofotometría, un 

tiempo de análisis prolongado lo que aumenta los costos de calidad del producto por concepto de 

salarios, alta probabilidad de contaminación de las muestras, etc.; lo que hace imprescindible el uso de 

materiales de referencia como controles internos del ensayo como vía de disminuir la incertidumbre y 

aumentar la confianza del resultado. Su uso logra disminuir el número de repruebas, al eliminar la 

duda sobre los resultados obtenidos y se toma la decisión de aceptar o rechazar con mayor  

confianza, esto se traduce finalmente en una reducción de los costos de calidad del producto, 

disminuyendo las quejas y reclamaciones por no cumplimiento de los requisitos de calidad, 

contribuyendo al acatamiento de las regulaciones nacionales e internacionales que facilitan los trámites 

de registro y comercialización de este producto. 

La utilización de un MRC resulta costoso para uso de rutina, por lo que su empleo es factible en 

las etapas de investigación del producto, así como para la contrastación de los MRI, pero no en el 

análisis de la calidad de las producciones lote a lote. 

La situación existente apunta a la elaboración de MRI, que no resultan muy costosos y pueden 

producirse en las cantidades requeridas para los ensayos de rutina. Es común en las producciones 

farmacéuticas tomar un lote, que cumpla muy bien con las especificaciones, como MRI. Sin embargo, en 

el caso del SURFACEN, esta práctica no 
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es posible, debido a la poca disponibilidad de la fuente animal de la que se obtiene el producto. Esto 

establece la necesidad de buscar fuentes alternativas para la obtención de estos MRI, y definir 

metodologías alternativas propias para su producción. No obstante, debe demostrarse que los MRI así 

obtenidos son apropiados para el uso que se recomienda debido a que se debe considerar la influencia 

de la diferencia de las matrices y de estas metodologías de producción. 

Por esta razón, partiendo de conocimientos previos (Cockshutt y Posmayer, 1992; Daniels y col., 

1995), acerca de que las características fundamentales de la composición bioquímica del surfactante 

pulmonar están conservadas en diferentes especies estudiadas (hombre, cerdo, rata, oveja, pollo), y que 

difiere de la composición fosfolipídica de otros órganos, fundamentalmente, en la proporción de los 

diferentes constituyentes, nos trazamos la siguiente hipótesis: 

Hipótesis: 

Materiales de Referencia Internos elaborados a partir de fuentes y metodologías alternativas a la que se emplea 

para la obtención del SURFACEN, reúnen los requisitos para ser utilizados en el control interno de los métodos de 

análisis bioquímicos y biológico del producto. 

Objetivo general: 

■ Obtener y caracterizar Materiales de Referencia Internos para el control de los ensayos

bioquímicos y biológicos de evaluación del producto, a partir de una fuente alternativa al pulmón 

porcino. 

Por tal motivo los objetivos específicos del trabajo son: 

■ Diseñar y ejecutar la validación de los métodos bioquímicos utilizados en el control de la calidad

del SURFACEN, y en la caracterización de los Materiales de Referencia Internos de fosfolípidos, 

para garantizar la confiabilidad de los resultados y la liberación de un producto seguro, estable y 

eficaz. 

■ Estandarizar, optimizar y validar un método alternativo, más rápido y simple, de análisis de

fosfolípidos por CLAR. 
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■ Evaluar dos fuentes alternativas al pulmón porcino (pulmón y placenta de conejos), como

materia prima para la obtención de Materiales de Referencia Internos de fosfolípidos, y

definir las tecnologías adecuadas para la obtención de las matrices fosfolipídicas

requeridas.

■ Elaborar Materiales de Referencia Internos (MRI) de fosfolípidos, para el control de la

calidad analítica de los ensayos de cuantificación de los principios activos y productos de 

degradación del surfactante natural pulmonar SURFACEN, así como para el control 

interno del método de actividad biológica de gazapos inmaduros (MRIB). 

Al cumplimentar los objetivos trazados en el presente trabajo se habrán aportados los 

siguientes aspectos novedosos: 

■ Dos Materiales de Referencia no existentes en el mercado para el control interno de

los métodos bioquímicos, y como control positivo del método biológico de evaluación

de la actividad surfactante.

■ Dos tecnologías para la obtención de Materiales de Referencias Internos a partir de

pulmones de conejos, con probada consistencia y factibilidad económica.

■ Nuevo sistema analítico validado para el análisis de fosfolípidos por CLAR, más

simple y rápido que el método convencional empleado en la industria de surfactante

mundial, que permite la separación y cuantificación relativa del principio activo y el

producto de degradación del medicamento.
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1.1- Características generales del surfactante pulmonar 
1.1.1- Composición bioquímica 

Desde que Pattle en el año 1955 y Clements en el 1956 reportaron la existencia de una sustancia en el 

pulmón capaz de disminuir la tensión superficial denominada surfactante pulmonar, y Avery y Meal tres 

años después señalaron que el déficit de esta sustancia es la causa fundamental del Síndrome de 

Deficiencia Respiratoria Neonatal (SDRN), creciente han sido las investigaciones en el campo de los 

surfactantes pulmonares que conllevaron a una revolución en el tratamiento de esta y otras afecciones 

respiratorias graves. 

El surfactante pulmonar es una mezcla compleja, de naturaleza heterogénea, la cual se encuentra 

recubriendo el epitelio alveolar y su propiedad fundamental es estabilizar los alvéolos pulmonares al 

formar una monocapa capaz de reducir la tensión superficial, de forma dependiente del área en 

la interfase aire - líquido de estas estructuras que constituyen las denominadas vías aéreas 

terminales (Rauprich y col., 2000). 

Varios son los trabajos que han demostrado que las características fundamentales de la composición 

bioquímica del surfactante pulmonar natural están conservadas, en gran medida, en diferentes 

especies estudiadas tales como: hombre, rata, oveja, pollo, conejo, etc., y difiere de la composición 

fosfolipídica de otros órganos (Cockshutt y col., 1991; Daniels y col., 1995; Travieso y col., 2001). 

Este sistema presenta una composición bioquímica aproximadamente de un 90% de lípidos, dentro de 

los que predominan los fosfolípidos (80%), entre los cuales los componentes más abundantes son la 

fosfatidilcolina disaturada (DPPC) y el fosfatidilglicerol (PG) (Holm y col., 1997); de un 10% de 

proteínas entre las que están las proteínas surfactantes A (SPA), B (SPB), C (SPC) y D (SPD), así 

como algunas proteínas contaminantes como la albúmina (Cockshutt y col., 1991; Goerke, 1998). 

A nivel del surfactante natural, también, hay presencia de componentes grasos como los acilglicéridos y 

el ácido palmítico (Cockshutt y col., 1991; Jobe, 1993; Clements y Avery, 1998), que no siempre son 

considerados indeseables ya que mejoran algunas propiedades de los surfactantes, ejemplo de ello es 

que estas sustancias han sido utilizadas para enriquecer a diversos surfactantes naturales como el 

desarrollado en Japón conocido como Suríacten (surfactante TA, Tokyo Tanabe, Tokyo) y su variante 

americana Survanta (Beractant, Ross Laboratorio, Columbus, Ohio), y otros artificiales como el Exosurf 

que contienen al ácido palmítico en forma de palmitato de colfoscerilo, y el Venticute que lo 
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contiene en un 2 % (Taeush y col., 2002; Vademécum 2004; Robertson y col., 2000), a pesar de que el 

rápido metabolismo del ácido palmítico en el pulmón determina que este no contribuya por mucho 

tiempo al mejoramiento de la capacidad tensoactiva del surfactante "in vivo ", al menos de forma 

directa. La presencia de colesterol en proporciones mayores de un 10 % actúa como un inhibidor de la 

actividad surfactante (Yu y Possmayer, 1994). 

La DPPC constituye del 70 al 75 % de la fracción de fosfatidilcolina en el lavado broncoalveolar y en 

cuerpos lamelares (Holm y col., 1996), conformando el principal componente del sistema surfactante 

pulmonar, a la cual se le atribuye la propiedad de alcanzar bajas tensiones superficiales (Van Golde, 

1996). Hace unos años se ha demostrado la implicación de los ácidos grasos saturados de la DPPC 

con un efecto protector contra el daño pulmonar causado por especies reactivas de oxígeno (Rudiger y 

col., 1998). 

Para que la DPPC alcance la ¡nterfase aire- líquido, donde realiza su función, es necesario la presencia 

de lípidos y otras sustancias que faciliten su rápida adsorción y distribución como una monocapa, sin 

interferir en su habilidad de disminuir la tensión superficial a valores cercanos a cero en la compresión 

(Perkins y col., 1996). Se conoce que los fosfolípidos aniónicos como el fosfatidilinositol (Pl) y 

fosfatidilglicerol (PG), y las proteínas asociadas al surfactante contribuyen a ese objetivo (Lopatko y 

col., 1998). La temperatura de transición del estado gel cristalino al estado líquido para la DPPC es 

elevada (41 °C) comparada con la del resto de los fosfolípidos del surfactante, debido precisamente a 

la rigidez que le confiere la presencia de los dos ácidos grasos saturados (Goerke y Gonzáles, 1981). 

Esto significa que a la temperatura corporal la DPPC se encuentra en estado gel cristalino, lo cual 

determina la capacidad de alcanzar muy bajas tensiones superficiales cuando este fosfolípido se 

incorpora a la interfase. 

Del surfactante pulmonar se han aislado otros componentes fosfolipídicos que constituyen 

contaminantes procedentes de las biomembranas como la esfingomielina (SM) y la 

fosfatidiletanolamina (PE) (Holm y col., 1997); así como la lisofosfatidilcolina (LPC), producto de 

degradación hidrolítica de la fosfatidilcolina, la cual es tóxica a dosis superiores a los 10 mg/ Kg de 

peso por provocar la inactivación del surfactante y aumentar la permeabilidad pulmonar, por lo que es 

un elemento poco deseado en las preparaciones de surfactantes pulmonares (Grossmann y col., 1999; 

Travieso y Fraga; 2001). 

1.1.2- Función y uso 

Se plantea que dentro de las propiedades biofísicas de un surfactante pulmonar están: la capacidad de 

adsorción de la sub-fase a la interfase; la capacidad de disminuir la tensión
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superficial efectiva durante la compresión dinámica; y de reexpandirse luego del colapso de la 

monocapa al final de ia compresión dinámica, así como la capacidad de variar la tensión 

superficial durante la compresión y expansión dinámica (Notter, 1989). Este autor, relaciona estas 

propiedades con los efectos biológicos de disminuir el trabajo respiratorio; aumentar la estabilidad 

alveolar; contrarrestar el edema pulmonar y permitir un reclutamiento alveolar más uniforme 

durante la inspiración. Similares funciones fueron señaladas por Jobe (1993). 

Para desarrollar su función los componentes del surfactante deben ser sintetizados en el retículo 

endoplasmático de los neumocitos tipo II (Keough, 1992), procesados y empaquetados dentro de 

los cuerpos lamelares donde son almacenados en forma de bicapa. Los cuerpos lamelares son 

secretados en la hipofase alveolar y reorganizados para formar una monocapa activa (Van Golde, 

1996). 

Debido al importante papel que juega todo este sistema en la fisiología pulmonar, su disfunción es 

causa de importantes trastornos. Esta disfunción puede producirse por causas primarias, como el 

síndrome de dificultad respiratoria del recién nacido (SDRN), que ocurre en niños prematuros 

debido a la incapacidad de los neumocitos tipo II de sintetizar los , componentes del surfactante, lo 

cual constituye una causa importante de mortalidad y morbilidad neonatal, incluso en países 

desarrollados (Chida y Fujiwara, 1996; Robertson y col., 2000; Alien y col., 2001). 

Actualmente continúan los estudios para esclarecer los mecanismos de inhibición de la 

actividad surfactante. Hace algunos años se demostró el efecto inhibitorio de las especies 

reactivas de oxígeno sobre la función surfactante (Amirkhanian y Merrit, 1998; Anderson y col., 

1999). 

Otra causa de disfunción del sistema surfactante pulmonar se manifiesta en el síndrome 

de dificultad respiratoria aguda (SDRA), que se caracteriza por una severa hipoxemia 

arterial, provocada por diversas factores tales como la falta de componentes activos del 

surfactante o cambio en sus proporciones debido a la disminución de su síntesis o liberación; 

inhibición de la función del surfactante por la entrada de proteínas plasmáticas (Lewis y 

Veldhuizen, 2003); daño o inhibición de componentes del surfactante por mediadores de la 

inflamación como proteasas, agentes oxidantes y otros lípidos como lisofosfatidilcolina (Rudiger, 

1998; Taeusch y col., 2002). Es por ello, que en los últimos años el surfactante exógeno se ha 

convertido, conjuntamente con otras medidas terapéuticas, en un medicamento importante 

en el tratamiento de diversas afecciones como el SDRN, SDRA, neumonía, asma bronquial, 

asfixia del neonato, así como en la terapia del síndrome de aspiración del meconio (Findlay y 

col., 1996; Morón y col., 1996; Shepens y col., 1996), por lo que la eficacia comprobada de este 

tipo de 
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preparación, ha conllevado a un incremento de las investigaciones para la búsqueda de nuevos 

medicamentos. 

En la actualidad el surfactante pulmonar exógeno es reconocido como una categoría terapéutica, 

además, es un medicamento moderno que hasta hace sólo unos años solo se producía y 

comercializaba por grandes compañías (Glaxo-Wellcome, Chiesi, Tokyo Tanabe, Discovery 

laboratorios, etc.), en los tres principales mercados farmacéuticos mundiales: América del Norte, 

Europa y Japón (Valdés y Cruz, 1998), recientemente se ha reportado la investigación de nuevos 

productos en México y Brasil (Arcas y col., 2002). Los métodos de preparación de los naturales se 

basan en la obtención del extracto lipídico del surfactante natural de diferentes especies, pero los 

procedimientos y las fuentes varían dando lugar a surfactantes con diversas composiciones 

bioquímicas, aunque todos contienen cantidades considerables de DPPC y proteínas hidrófobas. 

1.2- Fuentes de obtención y métodos de extracción de surfactantes exógenos 

El sistema surfactante natural es vital en el mantenimiento de la función pulmonar apropiada, su 

alteración contribuye al desarrollo de la patofisiología pulmonar (Van Golde, 1996). Es por esta razón 

que a través de los años se ha estado trabajando en la obtención de surfactantes naturales extraídos 

de fuentes bovinas y porcinas así como surfactantes artificiales. 

Durante la década del 70 se sentaron las bases para la utilización del surfactante natural en la terapia 

de reemplazo para el tratamiento efectivo del SDRN (Amato y col., 2003), pero los surfactantes 

obtenidos perdían su actividad durante la esterilización por calor y tenían el inconveniente de contener 

proteínas contaminantes lo cual elevaba su carácter antigénico (Enhorning, 1997). 

Un paso importante fue dado por Fujiwara y col. en 1980, quienes obtuvieron mediante la extracción 

con solventes orgánicos, el primer surfactante pulmonar (origen bovino), lo cual dió lugar a una 

preparación que sólo contenía fosfolípidos, lípidos neutros y las proteínas hidrófobas asociados al 

surfactante. Este producto fue probado en la clínica con éxito, constituyendo el primer surfactante 

exógeno de eficacia comprobada, conocido como TA o Surfacten (Fujiwara y col., 1980). Después de 

los resultados obtenidos con el TA, se desarrollaron otros surfactantes naturales heterólogos a partir de 

las especies bovinas y porcinas, Survanta, Curosurf, Alveofact, CLSE, reportándose numerosos 

trabajos que confirman su eficacia en el tratamiento del SDRN (Rodgers, 1994; Wiseman y Bryson, 

1994; Morón y col., 1996; Taeush y col., 2002). 
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El surfactante natural puede ser obtenido por extracción del contenido del saco pulmonar con 

soluciones electrolíticas (Manzanares y col., 1997), lo que se conoce como lavado pulmonar; o por el 

procesamiento de los pulmones enteros, los cuales son triturados y el surfactante es extraído, 

entonces, con soluciones electrolíticas (Fujiwara y col., 1982; Robertson y Curstedt, 1988; Díaz, 1999). 

El método de obtención por lavado pulmonar tiene la ventaja de ser sencillo y el material de partida 

está poco contaminado con otros lípidos que no tienen acción surfactante, tal es el caso de varios 

surfactantes como: Surfacen, Infasurfy Alveofact. Cuando el surfactante es obtenido a partir de 

pulmones triturados, es necesario un proceso de purificación más riguroso, ya que el material original 

tiene un mayor contenido de fosfolípidos de membranas y consecuentemente menor concentración 

relativa de DPPC (Kattwinkel, 1998). Este es el caso del surfactante, mencionado anteriormente, 

desarrollado en Japón, Surfacten, (Tokyo Tanabe) y que posteriormente fue probado y aprobado su 

uso en los Estados Unidos como Survanta (Abbot). En esta patente (Fujiwara y col., 1982) el método 

de obtención se basa en la lixiviación de los pulmones triturados con solución salina a bajas 

temperaturas por 30- 120 minutos, seguido de una filtración a presión y dos etapas de centrifugación, 

posteriormente el sedimento obtenido se concentra o seca mediante liofilización para precipitarlo con 

acetona fría durante 30-60 minutos, dicha suspensión se filtra y el material insoluble se extrae con 

mezcla cloroformo- metanol (2:1), el extracto rico en surfactante se seca y se diluye en agua estéril y se 

le adiciona DPPC, ácido palmítico y triglicéridos. 

Otro surfactante obtenido de pulmones triturados enteros, en este caso de cerdos, es el Curosurf, que 

después de la separación por centrifugación y la extracción con mezcla cloroformo- metanol (2:1), 

utilizan una etapa de separación cromatográfica para la eliminación de los lípidos neutros, en una 

columna de fase reversa LIPIDEX- 500 (Robertson y Curstedt, 1988; Kattwinkel, 1998) con el fin de 

elevar el constituyente fosfolipídico. Este método de purificación tiene el inconveniente de que a gran 

escala consume grandes cantidades de solventes orgánicos clorados, a pesar de lo cual no logra 

elevar el contenido de DPPC que es bajo (33%). 

La extracción con fluidos supercríticos es un método alternativo y efectivo para la purificación de 

sustancias naturales, entre ellos, el surfactante pulmonar. Este método se ha empleado para la 

purificación de surfactante pulmonar porcino; con él, se obtiene una composición bioquímica adecuada 

y se reduce considerablemente el consumo de solventes orgánicos (Chiesi y col., 1994). Este método 

tiene la desventaja de que es necesario altas presiones (180- 300 atmósferas), por lo que requiere de 

un equipamiento que permita dicho régimen de presiones. 
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Con el objetivo de evadir las extracciones y contaminaciones durante los procedimientos de 

preparación, y debido a las dificultades con las materias primas fundamentales de origen animal, se 

han desarrollado surfactantes artificiales, como por ejemplo Exosurf, ALEC, los cuales han tratado de 

sustituir a los naturales, aunque hasta el momento no lo han logrado, debido a que la respuesta clínica 

al tratamiento con surfactantes naturales que contienen las proteínas hidrófobas SP-B y SP-C es 

mucho más rápida que cuando se realiza el tratamiento con surfactantes artificiales que no las 

contienen (Jobe, 1993; Johanson y col., 1994; Solí, 1998; Halliday, 1996; y Lewis, 2004). 

Para el tratamiento del SDRN en Cuba fue elaborado un surfactante obtenido del extracto lipídico de 

lavado pulmonar porcino llamado SURFACEN, como parte del desarrollo del programa neonatal del 

MINSAP. Este producto ha demostrado su efectividad y eficacia en los estudios clínicos realizados en 

Cuba, Chile y México (Moreno y col., 1994; Rybert y col., 1996). 

El SURFACEN reúne las características bioquímicas generales de los surfactantes naturales 

heterólogos empleados en la clínica (Manzanares, 1995), como son un alto contenido de 

fosfatidilcolina y la presencia de las proteínas hidrófobas SP-B y SP-C. Su composición bioquímica se 

caracteriza, además, por un elevado contenido de fosfolípidos aniónicos comparado con otros 

surfactantes, con predominio de fosfatidilinositol sobre fosfatidilglicerol, además, también presenta 

fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, esfingomielina y bajas concentraciones de lisofosfatidilcolina 

(Manzanares y col., 1997). Este surfactante disminuye de forma efectiva la tensión superficial mínima, 

tiene la capacidad de adsorción y redistribución en la interfase y es capaz de variar la tensión 

superficial en función del área, lo que permite un buen volumen de expansión y retención de aire 

durante la deflacción. 

Este producto da lugar a nuevas perspectivas de investigación en otras enfermedades como es el 

caso del SDRA, aspiraciones meconiales, asma, trasplante pulmonar, neumonías, entre otros. 

1.3- Surfactantes introducidos con éxito en la clínica y en fase de I - D 

Entre los surfactantes que se encuentran actualmente en la clínica se encuentran entre los naturales 

el Survanta o Beractant (Surfactante natural modificado), aprobado por la FDA 1991 y 

comercializado por Ross laboratories, considerado como el estándar en la terapia surfactante, que 

consiste en un extracto de pulmón bovino que contiene fundamentalmente fosfolípidos (50- 60 % de 

los PL totales aparecen como DPPC), además contiene 0.5- 2.5 % de proteínas lipofílicas (SP-B, SP-

C), y no contiene SP-A ni preservos. Este surfactante se 
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obtiene mediante una extracción con cloroformo del tejido pulmonar bovino triturado, seguido de 

una reducción del colesterol (usando etilacetato), posterior adición de DPPC, ácido palmítico y 

tripalmitina. El extracto bovino de surfactante es esterilizado en autoclave y almacenado con N2 a - 20 

° C, durante 6 meses (Anónimo, 2001; Lewis, 2004; Vademécum, 2004). 

Otro surfactante natural es el Curosurf (Surfactante natural no modificado), comercializado por Chiesi 

Farmaceutici, Pharma Italy, es obtenido de pulmón de cerdo, compuesto fundamentalmente por 

fosfolípidos y las proteínas lipofílicas (SP-B, SP-C), no contiene SP-A ni preservos. Se obtiene 

mediante extracción con cloroformo metanol a partir del pulmón triturado y purificado por 

cromatografía líquida para eliminar los lípidos neutros (Anónimo, 2001; Lewis, 2004). 

El Infasurf o CLSE (Surfactante natural sin modificar) está compuesto por un extracto surfactante de 

pulmón de ternero que contiene fundamentalmente fosfolípidos, no contiene preservos. Se obtiene 

mediante extracción con cloroformo a partir del lavado pulmonar. Otros surfactantes naturales 

comercializados actualmente son el Natsurf, el Alveofact ('Boehringer Ingelheim SA), y el Babyfact 

B que es un surfactante pulmonar bovino modificado con una composición de 30 mg de fosfolípidos 

totales, Na Cl 9 mg, y agua para inyección es (Anónimo, 2001; Lewis, 2004). 

Por otra parte, entre los surfactantes artificiales se destaca el Exosurf (surfactante sin proteínas) 

inventado por John Clements, fue el primer surfactante aprobado para uso clínico en los Estados 

Unidos, comercializado por Lab. Glaxo- Wellcome (Vademécum, 2004; Robertson y col., 2000), con 

una composición de palmitato de colfoscerilo 108 mg y Na Cl 18,4 mg/ vial, sin preservos, y cada mL 

contiene: 13,5 mg DPPC, 1,5 mg alcohol cetílico y 1 mg de tiloxapol. 

Otro surfactante artificial que ha abierto nuevas perspectivas en este campo es el KL4, compuesto por 

DPPC, palmitoil- oleoyl fosfatidilglicerol, y el ácido palmítico combinados con un péptido sintético de 

21 aminoácidos que simula las características estructurales de la SP- B, donde subunidades repetidas 

de una lysina y cuatro leucinas forman una hélice antipática. Además, se conoce el Venticute que es 

un surfactante artificial con proteínas que además contiene DPPC, PG y ácido palmítico en un 2 % 

(Robertson y col., 2000). 

Una nueva vertiente de investigación en este campo está encaminada a la obtención de nuevos 

productos con esta actividad y que sean más resistentes a la inactivación por sustancias que conviven 

en los espacios alveolares (meconio, lípidos, suero, etc.), así como que proporcionen mayor 

resistencia a la inactivación por fosfolipasas que fundamente el uso de dosis más bajas para el 

tratamiento del SDRA (Taeush y col., 2002). 
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1.4- Características generales de los fosfolípidos 

1.4.1- Propiedades y estructura de los fosfolípidos 

Los fosfolípidos se encuentran en todas las formas de vida, poéticamente se dice que son el 

principal bloque en la construcción de la vida (Kidd, 2000), constituyen una gran clase dentro de 

los lípidos complejos. Son componentes principales de las membranas celulares, encontrándose 

solo una pequeña cantidad de ellos en otras localizaciones de las células. Son también conocidos 

como fosfoglicéridos o fosfátidos, aunque existen algunos como las esfingomielinas que se 

clasifican dentro de los esfingolípidos debido a la naturaleza del esqueleto al cual se halla unido el 

ácido graso. Muchos fosfolípidos pueden ser clasificados como nutrientes esenciales ya que son 

necesarios varios enzimas y cofactores para sus síntesis in vivo (Hames y col., 1998). 

Estos compuestos son considerados ortomoléculas, como dijera el premio Nobel en bioquímica 

Linus Pauling en 1968 (citado por Kidd, 2000), son moléculas imprescindibles para el cuerpo, 

tienen una organización molecular única que probablemente hace que se desempeñen de forma 

integral para la vida desde el mismo comienzo de este proceso. 

Los fosfolípidos puros son sólidos blancos de consistencia cérea, pero por exposición al aire se 

oscurecen y experimentan cambios complejos a causa de la tendencia de sus ácidos grasos no 

saturados a peroxidarse por la acción del oxígeno atmosférico. Son solubles en muchos 

disolventes no polares que contengan cierta cantidad de agua, y son extraídos fácilmente de las 

células y los tejidos mediante mezclas cloroformo- metanol, y son insolubles en acetona anhidra 

(Hames y col., 1998). 

Los fosfoglicéridos sufren diversos tipos de reacciones de degradación, destacándose las 

hidrólisis alcalina y enzimática, esta última por la acción de fosfolipasas específicas, las cuales 

han sido muy importantes para la determinación de la estructura de estos compuestos, mediante 

la cual dan lugar a lisofosfolípidos que son intermediarios del metabolismo de estos, y que solo 

aparecen en las células y en los tejidos en cantidades muy pequeñas, estos lisofosfolípidos en 

concentraciones elevadas son tóxicos y dañinos para las membranas al funcionar como moléculas 

arpones que afectan su estabilidad y permeabilidad (Díaz y col., 2001). 

La fosfatidilcolina (PC), es usualmente el fosfolípido más abundante en las membranas de tejidos 

animales y es, a menudo, el componente lipídico principal de las membranas vegetales y de 

muchos microorganismos. Por el contrario la lisofosfatidilcolina (LPC) se encuentra en cantidades 

minoritarias en gran variedad de tejidos contiene una sola cadena de ácido graso en cada 

molécula, es el fosfolípido más soluble en agua, por lo que en
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extracciones con solventes de diferentes polaridades, suele separarse en la fase más polar 

(hidroalcohólica). Es un inhibidor de la actividad surfactante por mecanismos que aún están en 

estudio (Anderson y col., 1999; Grossmann y col., 1999). 

El ácido fosfatídico se encuentra solo en tejidos y en cantidades trazas, pero tiene una gran 

importancia metabólica como precursor de los restantes fosfolípidos. Es fuertemente ácido, y es 

aislado generalmente en forma de sales. El fosfatidilglicerol (PG) es igualmente un constituyente 

minoritario de tejidos y se le confieren importantes funciones en el surfactante pulmonar y en los 

cloroplastos de plantas. El difosfatidilglicerol (cardiolipina) está relacionado estructuralmente al PG, 

y es un constituyente abundante en tejidos mitocondriales, específicamente, en músculo de 

corazón. Estos fosfolípidos tienen propiedades acídicas (Hames y col., 1998). 

La fosfatidiletanolamina (PE) (Cefalina) es frecuentemente el segundo tipo de fosfolípidos más 

abundante en tejidos animales y de plantas, y es la clase de lípidos más abundante en los 

microorganismos. Su grupo amino puede ser metilado enzimáticamente como parte de un proceso 

vital de la célula para rendir como metabolitos primarios fosfatidil-N- monometiletanolamina y 

fosfatidil-N,N-dimetiletanolamina y fosfatidilcolina como producto eventual. 

La fosfatidilserina (PS) es un fosfolípido acídico que se encuentra en tejido de animales, plantas y 

microorganismos en forma de sal. A pesar de que todas las membranas biológicas contienen PS, 

este fosfolípido es más abundante en cerebro y células nerviosas constituyendo el 10- 20 % del 

contenido de fosfolípidos totales en el cerebro de mamíferos, encontrándose fundamentalmente en 

la cara interna de la bicapa lipídica. Su bioquímica ha sido muy estudiada (Hamilton y col., 2000) y 

recientemente se ha demostrado que su suplementación puede ayudar a retardar procesos 

degenerativos a nivel mental asociados con el envejecimiento, además de actuar como moléculas 

de señalización en la membrana, para diferentes caspasas involucrados en los mecanismos de 

apoptosis, así como en la activación de un número de enzimas involucradas en la función de las 

células cerebrales. El fosfatidilinositol (Pl) presente en su forma ópticamente inactiva (myoinositol) 

es un constituyente de estos mismos tejidos. A menudo se encuentra en los tejidos animales 

acompañado de pequeñas cantidades de fosfatidilinositol-4-fosfato y fosfatidilinositol-4,5- bifosfato. 

Cada clase de fosfolípido, en un tejido, tiene una composición de ácidos grasos distintiva, 

probablemente muy relacionado a su función. 
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1.4.2- Extracción y fraccionamiento de los fosfolípidos 

Para el análisis de muestras de fosfolípidos es necesario realizar, primeramente, extracciones para 

separarlos de sus matrices (tejidos, órganos), en un estado relativamente puro. Los fosfolípidos 

(constituyentes de las biomembranas) están en asociación con otros componentes como proteínas 

y polisacáridos, con los cuales interactúan, por lo que no se extraen de forma pura fácilmente. 

Generalmente estos compuestos están unidos por interacciones hidrofóbicas, fuerzas de Van der 

Waals, puentes de hidrogeno y/o enlaces iónicos; por lo que es necesario el uso de solventes que 

no solo disuelvan estos compuestos, sino que, además, los separen del tejido matriz (Christie, 

1992). 

Varios solventes o combinaciones de estos han sido sugeridos como extractores de 

fosfolípidos: isopropanol: hexano (2:3) (V/V), el cual es relativamente poco tóxico; 

cloroformo: metanol (2:1)(V/V) con el agua endógena del tejido matriz como componente 

ternario del sistema (Folch y col., 1957). Usualmente el tejido es homogeneizado en presencia de 

ambos solventes, pero se han obtenido mejores resultados si es extraído primeramente con 

metanol solo, seguido por la adición del cloroformo a la mezcla. Generalmente no es necesaria 

la aplicación de calor. También se ha reportado la extracción de fosfolípidos con hexano: 

metanol, para purificar esferoides de origen vegetal (Davis y col., 1993), lo que demuestra que 

la capacidad de extraerse de los lípidos es variable, y que existen muchos ejemplos de 

métodos de extracción alternativos y modificados que han sido usados con resultados positivos 

(Christie, 1992). 

Estudios que han comparado tres métodos de extracción de fosfolípidos de fluido 

amniótico humano, han obtenido como resultados que los rendimientos de estos 

compuestos variaron considerablemente y fueron dependientes de la técnica de extracción 

utilizada, además, de observar diferencias en las composiciones bioquímicas de los extractos 

(Duck-Chong y col., 1984). 

Otro método para la extracción es el uso de butanol saturado con agua, como una mezcla muy útil 

para romper la inclusión de complejos de fosfolípidos en almidón, siendo una de las vías que 

aporta mayor recobrado de fosfolípidos en cereales. Esta combinación de solventes ha sido 

recomendada, también, para la recuperación cuantitativa de, lisofosfolípidos (Christie, 1992). 

En los últimos años se ha publicado la extracción de fosfolípidos de fluidos amnióticos 

mediante microcentrifugación selectiva a 10 000 g (Almog y col., 1996). 

1.4.3- Métodos alternativos y complementarios para el análisis de especies moleculares de 

fosfolípidos 
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Entre los métodos más utilizados para el análisis de productos biológicos con contenido de 

fosfolípidos está la cromatografía gaseosa (CG), la cromatografía en capa delgada (CCD) y la 

cromatografía líquida de alta resolución (CLAR) (Sewell, 1992; Christie, 1992; Wang y col., 2001; 

Suchocka y col., 2003; Murthy y col., 2002). 

La CG permite separar e identificar los fosfolípidos, pero usualmente requiere laboriosos 

procedimientos de preparación de las muestras, además, estas pueden volatilizarse o 

descomponerse durante el desarrollo del método (Sewell, 1992; Christie, 1992). 

La CCD es una alternativa muy útil para la identificación de diferentes compuestos por su 

simplicidad y bajo costo, permite detectar simultáneamente diferentes clases de fosfolípidos en 

una muestra única, requiere poca cantidad de muestra a aplicar; condiciones que siempre son 

deseadas en cualquier procedimiento analítico, por lo que en las investigaciones a escala de 

laboratorio esta técnica de cromatografía plana es una de las más utilizada, reportándose decenas 

de sistemas diferentes para el análisis de estos compuestos (Miwa y col., 1996; Alajos y Horvath, 

2003; Wang, 2004). Sin embargo, este método presenta desventajas, pues puede haber una 

separación incompleta de algunos de los fosfolípidos durante una primera corrida y consumen 

mayor tiempo para lograr la separación con respecto a otras técnicas de alta resolución; además 

existe una gran variabilidad entre corridas debido a la influencia de factores ambientales como la 

temperatura, la humedad y la presión atmosférica. 

La cromatografía de capa delgada de alta resolución (CCDAR) es una cromatografía que emplea 

un gradiente de saturación en la cámara cromatográfica. Requiere de pequeñas cantidades de 

muestras y además, el tiempo de desarrollo es rápido, lográndose buena separación y 

caracterización de los fosfolípidos (Bodil y col., 1999; Dittrich y Ulbrich, 2001; Koty y col., 2002; 

Hoek y col., 2003). 

En los últimos años, se han reportado muchos artículos científicos utilizando el método de CLAR 

(Miwa y col., 1996; Murthy y col., 2002; Suchocka y col., 2003), cuya sensibilidad y , alto poder 

resolutivo, hace que permita separar, en corto tiempo, los diferentes fosfolípidos que se 

encuentran en una mezcla, permitiendo obtenerlos en diferentes fracciones que pueden ser 

identificadas con fines analíticos y también pueden ser concentradas para fines preparativos. La 

tecnología de separación y purification de fosfolípidos en muestras biológicas por CLAR se ha 

diversificado en los últimos años, reportándose, varias decenas de sistemas de separación, en los 

cuales en dependencia de la columna, la fase móvil y los métodos de detección, se logra la 

migración diferencial de estos compuestos (Stith, 2000; Caboni y col., 2000 ; Yoon, 2002; Kang, 

2002; Sala Vila, 2003; Descalzo, 2003; Manoj y col., 2002).
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A pesar de que los analistas de lípidos fueron relativamente lentos para adaptarse a la separación de 

estos compuestos por CLAR fundamentalmente por las limitaciones de detectores apropiados 

(Christie, 1992), en los últimos años ha sido evidente el auge y la tendencia del análisis de estos 

importantes compuestos por esta ventajosa tecnología, muestra de ello es el gran número de 

propuestas analíticas novedosas de separación y detección, incluso más universales (Edwards, 

2000; Neron y col., 2003). 

Cuando se revisan los sistemas analíticos por CLAR que se utilizan para los fosfolípidos los aspectos 

más críticos son los detectores y la transparencia de los solventes cuando se utiliza la 

espectrofotometría al UV pues la detección óptima es cercana a 205 nm y a esta longitud de onda es 

limitado el número de solventes que puede ser utilizado. Por esta razón, se ha demostrado que en 

estos momentos el detector universal para estos compuestos es el detector de masa mas conocido en 

el campo analítico como light scattering o evaporative analyser, debido a que tiene la ventaja de que 

la fase móvil después del paso por la columna pasa a través de una chimenea donde es evaporada y 

quedan sólo los compuestos separados que son detectados por el rayo de luz que posteriormente se 

refleja o refracta de forma específica para cada analito, teniendo la gran ventaja de que permite el uso 

de gran número de solventes como fases móviles, especialmente el cloroformo que es el mejor para 

esta separación y que no se puede emplear para la detección a bajas longitudes de onda en la región 

ultravioleta (Christie, 1992). 

El método espectrofotométrico se emplea en la determinación de la concentración total de una mezcla 

de fosfolípidos, el cual, al igual que otros como la densitometría se han utilizado de forma cualitativa y 

cuantitativa como complemento de los métodos de separación. También ha sido empleada la 

espectrometría de masa como un método muy eficiente para la identificación (Mayuko, 2001; y 

Murphy, 2002). 

El uso de ensayos cromatográficos de forma combinada o independiente, constituyen la selección por 

excelencia de la mayoría de los laboratorios, debido a las ventajas que presentan; aunque en los 

últimos años se han ¡do desarrollando nuevas metodologías que se utilizaban sólo para el análisis de 

otros compuestos como proteínas y polisacáridos, y que se han incorporado al arsenal analítico de los 

fosfolípidos. 

Ingvardsen y col. en 1994, fueron los primeros autores que publicaron el análisis de fosfolípidos 

en membranas biológicas y aceite de soya, por electroforesis capilar (EC): permitiendo la 

separación eficiente de una mezcla estándar que contenía fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, 

fosfatidilinositol y fosfatidilserina, en un tiempo de análisis de 25 minutos. Años más tarde, 

Szuees y col. en 1996, utilizaron esta misma técnica para el análisis de fosfocolinas. 

17
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Para la determinación de fosfolípidos también se han utilizado métodos enzimáticos (Firlong y col., 

1991), estos en comparación con los de CCD y CLAR no requieren que las muestras sean extraídas 

con solventes orgánicos y hay menor posibilidad de tener pérdidas significativas de muestras, además 

de facilitar un análisis detallado de un gran número de ellas. Encinar y col. (1996) reportaron la 

determinación enzimática de fosfatidilcolina, esfingomielina y fosfatidilglicerol en membranas de 

células de sangre y en el surfactante pulmonar de ratas. La principal desventaja de estos ensayos es 

que solamente un lípido puede ser medido de una u otra muestra al mismo tiempo. Otra desventaja 

es que las muestras deben ser concentradas primero para lograr una adecuada sensibilidad en la 

medición. Por otra parte, algunos de estos ensayos requieren un peso exacto de pequeñas 

cantidades de enzimas para asegurar mediciones consistentes. Algunas de estas fuentes de errores 

pueden ser eliminadas mediante el uso de juegos de reactivos preparados comercialmente (Encinar y 

col., 1996). 

A pesar de que desde hace muchos años se han desarrollados métodos analíticos de avanzada 

(CLAR y EC), para la separación y cuantificación de fosfolípidos, estos no son aún ampliamente 

utilizados en el control de calidad de medicamentos que tienen esta composición. Desde 1989 los 

laboratorios Abbot publicaron un nuevo sistema de análisis de los principios activos (fosfatidilcolina y 

su fracción disaturada) de un surfactante pulmonar (Scarim y col., 1989); en el año 1999 fue publicado 

un nuevo sistema analítico práctico y de bajo costo por EC para el control de calidad de un 

medicamento inyectable que contiene fosfolípidos de cerebro bovino, el cual permitía la separación de 

la PE, PC, PS y el Pl, con indicadores de validación adecuados para estos fines (Lucangioli y col., 

1999). Un año más tarde fue reportado un nuevo MA para el control de calidad y el seguimiento de la 

estabilidad de surfactante pulmonar porcino aprobado por la FDA para ser usado en el tratamiento del 

Síndrome de Dificultad Respiratoria, que permite la separación y cuantificación del principal principio 

activo (DPPC) y uno de los productos de degradación (ácido palmítico). El sistema consiste en 

columna Fase Reversa C8 con Fase móvil de acetonitrilo/ metanol/ ácido acético (50:45:10), y 

detección mediante índice de refracción, se utilizó el Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) como estándar 

interno. 

Tanto los métodos alternativos y complementarios, como los más novedosos, requieren la 

demostración de la confiabilidad de sus resultados, aspecto que se logra, solo, mediante la validación, 

el establecimiento de los controles internos, y la minimización de la influencia de todos los factores 

que pueden ser fuente potencial de errores, aspecto que se alcanza mediante el control interno de la 

calidad en los laboratorios de ensayos. 
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1.5- Gestión de calidad en los laboratorios de ensayos 

En la industria farmacéutica actual está demostrado que para lograr producciones consistentes se 

requiere desarrollar un Sistema de Gestión de Calidad (GC) que integre de forma adecuada las BPP 

con el resto de las acciones asociadas al Aseguramiento y el Control de la Calidad (Regulación 16, 

2000; ISO 9000, 2000). 

El Control de Calidad (CC) como elemento clave componente de la GC abarca todas las técnicas y 

actividades de carácter operativo usadas para satisfacer los requisitos de calidad y contempla 

aspectos fundamentales como el muestreo, especificaciones y ensayos, entre otras funciones. La 

referencia cubana para la producción de medicamentos define tres requisitos básicos elementales del 

CC que son: la tenencia de instalaciones adecuadas, el uso de procedimientos aprobados y contar 

con personal capacitado (Regulación 16, 2000). 

Los laboratorios de control de calidad de medicamentos son el conjunto de instalaciones, equipos, 

procedimientos y recursos humanos destinados a la comprobación y evaluación de la calidad de los 

medicamentos, por lo que para garantizar la seguridad y confianza necesarias estos laboratorios 

deben implantar modelos que aseguren su competencia para la evaluación de los medicamentos por 

lo que deben incorporar todos los requisitos técnicos y de gestión recomendados en la ISO 17025, así 

como las recomendaciones de las Guías de Buenas Prácticas de Laboratorio vigentes (NC ISO/ IEC 

17025, 2000; Regulación 37, 2004). 

Dentro de los requisitos técnicos abordados, los métodos de calibración y ensayo con los procesos de 

validación; la trazabilidad de las mediciones; así como el aseguramiento de la calidad de los 

resultados de los ensayos y las calibraciones, constituyen acápites desarrollados en esta importante 

norma (NC- ISO/ IEC 17025, 2000). 

1.5.1- Control interno de la calidad en los laboratorios de ensayos analíticos 

Históricamente, los primeros métodos de control de la calidad se basaron en el juicio o inspección 

(Hinckley, 1997); esta forma de control tuvo serias limitaciones ya que los errores se detectaban 

cuando no tenían solución. Surge entonces, para superar esta limitación, la inspección de desafío, 

que constituyó una variante mejorada de la anterior, en la cual el control del producto final generaba 

datos que se utilizaban para mejorar el proceso, además, de decidir si se aceptaba, se rechazaba o 

se reprocesaba este producto. La implementación de esta forma de control de la calidad tuvo gran 

aceptación a nivel mundial, lo que jugó un papel fundamental en el desarrollo de la producción a gran 

escala. 

Con la incorporación de la estadística al control de la calidad por Walter Shewhart se mejoró la 

eficacia en la evaluación de los productos. Actualmente, los gráficos de control más 
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comúnmente utilizados son los propuestos por él en los laboratorios Bell en 1924. El análisis 

estadístico utilizando gráficos de control permite detectar tendencias de los resultados que pueden 

afectar la exactitud cuando se obtienen valores repetidos por encima o por debajo de la media del 

gráfico, o detectar deterioro de la precisión cuando se observa un aumento de la variabilidad de 

los resultados. Estos gráficos de control estadísticos son una simple pero poderosa herramienta 

para el monitoreo de la estabilidad de un procedimiento analítico. Consisten en un material 

estándar que es medido regularmente y las respuestas analíticas son ploteadas en el tiempo 

sobre un diagrama o gráfico. La utilidad de estos gráficos se evidencia al permitirle al analista 

seguir la tendencia de los resultados y tomar medidas en caso de ser necesarias (Ohman, 1997). 

Los controles internos son aquellos que se utilizan primariamente dentro de un laboratorio para 

garantizar la veracidad de un resultado, estos dependen del tipo de ensayo (Ohman, 1997). Para 

establecerlos es necesario contar con todas las medidas organizativas y de aseguramiento de la 

calidad que plantean las Buena Prácticas, tener todas las técnicas validadas, y es muy importante 

contar con muestras controles y/o materiales de referencia, donde una buena caracterización de 

estos, juega un papel importante en su utilización, y su uso permite demostrar que el método 

analítico ofrece estabilidad en los resultados obtenidos. 

Durante la ejecución de un análisis, existe un gran número de fenómenos que pueden causar 

errores, desde la toma de la muestra hasta la realización de los cálculos para emitir un resultado; 

Ohman (1997) nombró a la prevención de estos errores como el Aseguramiento de la Calidad 

(AC), y definió el Control de la Calidad (CC), como la prevención cuando estos errores se enfocan 

sobre técnicas analíticas. Sin embargo, a pesar de ser esta una de las funciones principales del 

AC y el CC, respectivamente, coincidimos con los criterios de la ISO 3534-2 (1993), la cual 

expresa que el CC son el conjunto de técnicas operacionales y actividades que son usados para el 

cumplimiento de los requisitos para la calidad, el cual se considera que forma parte del AC, y que 

emplea técnicas estadísticas, gráficos de control, materiales de referencia, ensayos de aptitud y 

otros (Bode, 1996; Ohman, 1997). 

Según Ohman (1997), cada sistema de control (interno y externo) de la calidad tiene ventajas y 

desventajas. El control interno es relativamente más barato, y puede ser usado frecuentemente en 

series analíticas, mientras que los controles externos son importantes para asegurar la 

consistencia de los resultados entre diferentes laboratorios. Nosotros compartimos el criterio de 

que ambos controles son imprescindibles para alcanzar la máxima seguridad de los resultados 

analíticos, sobre todo de ensayos que se utilicen en el



Revisión bibliográfica

21

CC de productos que serán liberados o rechazados en dependencia de dichos resultados. 

Hace unos años, miembro del Grupo A de trabajo del External Quality Asessment (EQA) de 

Europa, se reunieron para establecer las guías para el control interno de la calidad de los 

resultados analíticos en los laboratorios médicos (Hyltoft y Licos, 1996), y analizaron entre otros 

temas, los factores involucrados en la calidad analítica, así como los errores provocados por cada 

uno de estos factores, además de armonizar aspectos de la calidad de los ensayos, con relación 

al control interno de la calidad analítica, para unificar las reglas y proporcionar una guía que 

facilite el uso óptimo de los sistemas de control interno (Hyltoft y Licos, 1996). 

Este autor, unos años antes, había citado tres elementos principales involucrados en la calidad 

analítica: las especificaciones de la calidad analítica, la creación de la calidad analítica, y el control 

de la calidad analítica; los cuales están interrelacionados (Hyltoft, 1994). 

Las especificaciones de la calidad analítica son necesarias para conocer qué se entiende por 

calidad analítica, ya que todos los ensayos no requieren de la misma calidad; esta va a depender 

del propósito y del fin para el cual se destina dicho ensayo. La creación de la calidad analítica, 

está basada tanto en factores internos como externos, (Libeer, 1993; Hyltoft, 1993 y Libeer, 1996). 

Siguiendo la interrelación establecida por Hyltoft (1994), el control de la calidad analítica está 

complementado por el control interno y la evaluación externa de la calidad de los ensayos. 

Hace unos años la Confederación de la Comunidad Europea de Química Clínica (ECH), publicó 

los criterios esenciales para Sistemas de Calidad de laboratorios médicos, evaluado por el grupo 

de trabajo sobre Armonización de Sistemas de Calidad y Acreditación, donde las referencias 

aplicables están dadas por un número de documentos importantes tales como las series de la 

familia ISO 9000, la EN 45000 (Jansen y col., 1998), que son las normas más empleadas 

actualmente para la implantación de Sistemas de Calidad en laboratorios de ensayos, 

garantizando con su adecuada implantación la calidad analítica requerida y la credibilidad de los 

laboratorios. 

1.5.2- Validación de métodos analíticos 

El análisis farmacéutico es un campo donde frecuentemente se requieren nuevas aplicaciones 

analíticas debido al progreso tecnológico de la instrumentación, y a la necesidad de tener un 

mejor conocimiento de la calidad de los productos y sistemas de fabricación. Es por ello que todo 

analista debe conocer que los métodos analíticos usados 
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en el laboratorio deben validarse, cumpliendo de esta forma con las regulaciones actuales de las 

Buenas Prácticas de Laboratorio y de Manufactura (Regulación 16, 2000; Regulación 37, 2004; 

NC ISO IEC 17025, 2000). 

Existen numerosas definiciones de validación analítica, así ha sido definida como un proceso 

mediante el cual se demuestra la aplicabilidad de un método analítico (Bamio y Artalejo, 1992), y 

consiste en el establecimiento de una evidencia documentada que demuestre con alto grado de 

probabilidad, que el método es lo suficientemente fiable para producir el resultado previsto dentro 

de los intervalos definidos (Alvarez, 1996; Gil, 1995; Francoise y Petit, 1996). En esencia todas 

estas definiciones coinciden con el contenido explícito en la definición de que la validación de un 

método analítico es el proceso de verificación de que este es apropiado para el propósito previsto 

(Eurachem Guide, 1998). 

De acuerdo a la variedad de ensayos analíticos existentes, se hace necesario establecer 

categorías que faciliten el estudio y reconozcan el tipo de información que se requiere para la 

validación de un método analítico, según la clasificación de la USP XXIV (2000), estos métodos se 

dividen en tres categorías: 

Categoría I: métodos analíticos para la cuantificación de los principales componentes del fármaco, 

o de principios activos (incluyendo los preservos) en productos farmacéuticos terminados.

Categoría II: métodos analíticos para la determinación de impurezas o productos de degradación 

en el producto farmacéutico terminado, incluyendo ensayos cuantitativos y pruebas de límites. 

Categoría III: métodos analíticos para evaluar las características físicas de las formas 

farmacéuticas terminadas, tales como disolución o liberación de fármacos (USP XXIV, 2000). 

Para realizar una validación efectiva se necesita tener en cuenta una serie de parámetros 

importantes para llegar a conclusiones significativas sobre el comportamiento del método. Dentro 

de estos tenemos: precisión, exactitud, linealidad, rango o intervalo, límite de detección, límite de 

cuantificación, especificidad, tolerancia o fortaleza y robustez (Benítez, 1997 y Fernández, 1996). 

Los parámetros a considerar varían según las exigencias legales de diferentes organizaciones y 

fundamentalmente del método analítico seleccionado y el uso para el cual está previsto 

(Fernández, 1996 y Gil, 1995). Por tanto en dependencia de la categoría del ensayo, los requisitos 

de validación necesarios son: Categoría I: Precisión, exactitud, especificidad, rango, linealidad y 

tolerancia. Categoría II: Precisión, exactitud,
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especificidad, rango, linealidad, tolerancia y límite de cuantificación. Categoría III: Precisión y 

tolerancia (USP XXIV, 2000). 

1.5.2.1- Requisitos de validación 

La Linealidad de un método analítico es la capacidad de este para asegurar que los resultados 

analíticos obtenidos directamente o mediante una transformación matemática bien definida, son 

proporcionales a la concentración del analito dentro de un intervalo definido (Gil, 1995; González, 

1996). 

Este parámetro se expresa mediante la construcción de una curva de calibración que debe cumplir 

con los siguientes requisitos: El coeficiente de variación de los factores respuestas no debe ser 

mayor del 5%, para considerar buena linealidad; la pendiente y varianza de la pendiente, a mayor 

pendiente mayor sensibilidad tendrá el método para diferenciar dos concentraciones cercanas, se 

prefiere que el coeficiente de variación de la pendiente sea menor de 2 %; se calcula por último el 

límite de confianza de la pendiente como intervalo, en el que deben estar las sucesivas rectas de 

calibración (Nuñez y col., 1996); el coeficiente de correlación debe ser igual o mayor de 0.99, 

mientras que la potencia de correlación, r2 mayor o igual a 0.98. 

El intervalo de concentraciones de analito es aquel comprendido entre las concentraciones más 

alta y más baja, ambas incluidas, en el cual se ha demostrado que el método es lineal y funciona 

con precisión, exactitud y linealidad satisfactorias entre dichos valores de concentración (Bamio y 

Artalejo, 1992). Otro término relacionado con la linealidad es la sensibilidad de calibrado que no es 

más que el valor que adopta la pendiente de la recta de calibrado para el caso de calibración lineal 

simple (Bamio y Artalejo, 1992). 

La precisión de un método es el grado de concordancia de los datos obtenidos para una muestra 

procesada varias veces, la que está limitada por errores aleatorios como los errores 

instrumentales, individuales, entre otros (ISO 5725-2 y 6, 1994). Este parámetro se puede 

expresar mediante el coeficiente de variación o desviación estándar relativa, cuyo valor aceptado 

para métodos cromatográficos y espectrofotométricos debe ser inferior o igual al 2 y 3 % 

respectivamente, en condiciones de repetibilidad, duplicándose, en dependencia de la variabilidad 

del ensayo, bajo condiciones de reproducibilidad (Fernández, 1996; González, 1996), para lo cual 

se analizarán un número de alícuotas suficientes para calcular estos estimadores estadísticos 

(Miller y Miller, 1984). 

Un indicador muy utilizado, sugerido por la ISO 5725-3 (1994), para evaluar la precisión en 

cualquier condición de variabilidad es el llamado rango crítico (CR), que permite conocer la 

máxima variación permisible entre réplicas de una misma muestra en el método analítico. 
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El cálculo de la desviación estándar de repetibilidad (Sr), es una evidencia de la variabilidad 

mínima del método, ya que se realiza en condiciones óptimas, mientras que la desviación 

estándar en condiciones intermedias (S¡) expresa, en dependencia de la robustez del método una 

variabilidad mayor o menor de los resultados de este; existen métodos de ensayos en los que el 

valor de las S¡ duplican o triplican el valor de la Sr, corroborando que la variabilidad de los 

resultados se incrementa al introducirse cambios en las condiciones de trabajo (ISO 5725-3, 

1994). 

La robustez (solidez) de un método se refiere a la reproducibilidad de este bajo condiciones 

diferentes. Estudia la influencia de pequeñas variaciones en las condiciones de trabajo 

introducidas intencionalmente y se observa la influencia de cada una de estas variaciones 

(Pasteelnik, 1993). Esta puede ser determinada experimentalmente, para conocer el efecto de 

cambios ambientales sobre el método, usualmente a través de enfoques factoriales (test de 

Youden). Se evalúa a través de un proceso de validación cruzada en el cual las nuevas 

condiciones son aplicadas y los datos son evaluados para determinar el efecto producido sobre los 

resultados en las nuevas condiciones (Youden y Steiner, 1975). 

Un factor crítico es una variable cualitativa o cuantitativa donde una modificación de su valor 

puede inducir un cambio en el sistema respuesta. 

El rango de variación aceptable para cada factor está determinado por las condiciones anticipadas 

de operación en los diferentes laboratorios. Las desviaciones de las condiciones normales de 

operación deben ser pequeñas, con vistas a trabajar, siempre, cercana a las condiciones óptimas 

de operación (Virlichie y Ayade, 1995). 

La exactitud de un método analítico es la cercanía de los resultados de prueba obtenidos con el 

valor verdadero (ISO 5725-1, 1991; Gil, 1995 y González, 1996). La ISO 5725-2,6 (1994) define el 

término exactitud como la estrecha relación que existe entre la media aritmética obtenida de varios 

resultados analíticos en el procedimiento en estudio y el valor real o valor de referencia aceptado; 

la cual está influenciada por errores sistemáticos como: la utilización de equipos de medición no 

adecuados, una calidad de reactivos incorrecta, no utilizar el método analítico apropiado, etc. 

Por tanto, un procedimiento es exacto si sobre el promedio o media de los resultados del método, 

proporciona la respuesta verdadera (ISO 5725-3, 1994). La exactitud se puede evaluar: 

comparando el método analizado con uno de referencia; utilizando materiales de referencia de 

valores conocidos; realizando estudios de recobrado, etc. Es bueno señalar que no siempre se 

dispone de un método de referencia o mejor, definitivo para comprobar la exactitud del utilizado 

por el laboratorio para trabajos de rutina. Por otra parte, poseer 
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materiales de referencias resulta caro y frecuentemente no se producen por las casas 

comerciales, por lo que muchos laboratorios utilizan los estudios de recobrado como un indicador 

de la exactitud de estos métodos. Este parámetro se expresa como el porcentaje de recobro 

obtenido del análisis de muestras, a las que se les han adicionado cantidades conocidas de un 

estándar puro del analito (Gonzáles, 1996). 

La técnica del estándar interno es muy común en metodología bioanalítica especialmente con 

procedimientos cromatográficos (Shaikh, 1995). El criterio para seleccionar un estándar interno 

adecuado es que las características de partición del analito y el estándar interno sean muy 

similares. Esto puede ser una asunción falsa, y en correspondencia con Curry y Whelpton, el único 

uso apropiado de los estándares internos análogos es servir como marcadores cualitativos, para 

detectar o monitorear estabilidad y para corregir errores de dilución y pipeteo (Curry y Whelpton, 

1978). 

Los términos selectividad y especificidad son muchas veces usados indistintamente, no obstante 

cabe distinguir que el término especificidad se refiere al método que produce una respuesta para 

un único analito y en el caso de la selectividad, se refiere a aquel método que produce una 

respuesta para un número de entidades químicas que pueden o no ser distinguibles (Eurachem 

Guide, 1998). 

Existe una gran variedad de vías para evaluar la selectividad de un método analítico. La más 

simple es demostrar la falta de respuesta en una matriz biológica blanco. Otra vía es demostrar 

que el intercepto de la curva de calibración es significativamente diferente de cero. Esta prueba 

puede ser muy flexible o rígida en dependencia de la reproducibilidad de la calibración (Eurachem 

Guide, 1998). 

La presencia del efecto matriz puede ser verificada mediante comparación de pendientes entre 

una matriz con un estándar del analito añadido, una matriz sin analito (placebo), o por adición del 

estándar (Florence y Veuthey, 1996). Esta última consiste, en la adición de cantidades conocidas 

de analito a una muestra real la cual puede contener otros metabolitos. Esta técnica puede ser útil 

para demostrar la ausencia del efecto matriz con respecto a metabolitos cuando no hay 

disponibilidad de estándar primario de estos metabolitos. 

La tolerancia es el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos por el analista de la 

misma muestra bajo diferentes condiciones de operación como laboratorio, lotes de reactivos 

críticos, equipos, entre otros. Se puede comprobar mediante estudios interlaboratorios (Bamio y 

Artalejo, 1992).
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El límite de detección es la menor concentración (o cantidad) de analito que se puede detectar con 

razonable certeza por un método analítico dado. Es un parámetro de gran importancia en los 

ensayos límites, análisis de trazas, y de productos de degradación del analito o contaminantes 

externos. Generalmente se expresa como concentración mínima de analito en la muestra 

(Pasteelnik, 1993; Caporal y col., 1990), aunque consideramos que la forma adecuada de 

expresarlo es en unidades de cantidad de sustancia (masa). Este parámetro puede determinarse 

mediante el estudio experimental de la menor cantidad detectable, se aplica en los casos de 

métodos cromatográficos en capa fina y permite la detección de impurezas o productos de 

degradación en materias primas. También el valor de la ordenada en el origen, expresada en 

términos de concentración, puede utilizarse, en general, para determinar el límite de detección 

siempre y cuando la recta de regresión haya sido construida con valores de concentraciones 

bajos. 

Por otra parte, el límite de cuantificación es la menor concentración de analito que puede ser 

determinada con precisión y exactitud aceptables bajo las condiciones experimentales 

establecidas. Se expresa, al igual que el límite de detección como concentración de analito 

(Pasteelnik, 1993). 

Ambos limites pueden determinarse mediante la relación señal/ ruido. Este procedimiento será de 

aplicación en el caso de métodos instrumentales. Otros autores señalan la variante de análisis 

repetidos con o sin corrección de lectura frente a un blanco en el caso de métodos 

espectroscópicos y cromatográficos, respectivamente (Taylor, 1987; Massart y col., 1988). 

1.5.3- Materiales de referencia 

Un material de referencia (MR) es una sustancia en la cuál una o más de sus valores propios son 

suficientemente homogéneos y están bien establecidos para ser usados para la calibración de un 

instrumento, la evaluación de un método de medición, o la asignación de valores a materiales 

(NC- ISO Guía 30, 1998). 

El Comité de Expertos de la OMS sobre especificaciones de preparaciones farmacéuticas, 

recomiendan guías generales para la producción, conservación y distribución de Materiales de 

Referencia Certificados (MRC), los cuales han sido clasificados, atendiendo a su composición, en 

Materiales de Referencia Químicos (MRQ) y Materiales de Referencia Biológicos (MRB), (Informes 

Técnicos, OMS, 1990). En Cuba desde el año 1998 se desarrollo una actualización de las 

referencias normativas de esta temática, regulándose de manera armonizada con las regulaciones 

internacionales, todo lo referente al uso de los materiales de referencia para la calibración en 

química- analítica (NC- ISO Guía 32, 2000); 
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el uso de los Materiales de Referencia Certificados (NC- ISO Guía 33, 2000); todos los 

lineamientos del Sistema de Calidad para la producción de Materiales de Referencia (NC- ISO 

Guía 34, 1998); así como el proceso de Certificación de los MR (NC- ISO Guía 35, 1998) y el 

contenido de los certificados de estos MR (NC- ISO Guía 31, 1998). 

El NIBSC (Instituto Nacional para Standard Biológico y Control) ha creado MRB cuyos usos más 

frecuentes son: 

• Definir la potencia de productos terapéuticos, expresados en unidades internacionales.

• Calibrar ensayos biológicos e inmunoensayos usados en investigaciones biológicas y médicas.

También esta institución prepara, evalúa y distribuye otra clase de MRB los cuáles tienen un papel 

esencial en la validación de métodos analíticos (Phillips y Robertson, 1997). 

Los Materiales de Referencia pueden ser certificados (MRC), por organizaciones internacionales 

reconocidas (NIST, OMS, NIBSC, etc.) (NC-ISO Guía 33, 2000; Walker, 1997), para ello los 

valores de una o más propiedades son certificadas por un procedimiento técnicamente validado 

acompañado por un certificado de trazabilidad u otra documentación que sea emitida por dichas 

organizaciones. Estos materiales se caracterizan por su elevada pureza o pureza certificada, y son 

muy útiles cuando se realizan controles o calibraciones exactas; en la verificación de la 

calibración; para el mejoramiento de la calidad de las mediciones; verificación de la exactitud de 

los resultados; control de la calidad diaria mediante gráficos o mapas controles; etc. (Griepink, 

1990). La OMS se destaca dentro de las organizaciones antes mencionadas, por la aprobación de 

un número importante de MRC para una gran gama de sustancias químicas, bioquímicas, entre 

otras. No obstante, existen muchas otras sustancias que aún no tienen estos materiales de 

control. 

El papel de los MRC ha sido objeto de otras publicaciones, que coinciden en señalarlos como 

imprescindibles tanto en el control interno de la calidad (estadístico), como en las verificaciones 

externas (Hyltoft y Licós, 1996; Lipinski, 1997). 

Muchas son las regiones que hacen grandes esfuerzos para utilizar los materiales de referencia 

certificados (MRC) por ejemplo en Europa por más de veinte años, a través de sucesivos 

programas científicos la Comisión Europea ha apoyado la mejoría de las mediciones físicas, 

químicas y biológicas por medio de MRC (Mériguet y Maier, 1997). En Japón el Instituto Nacional 

de estudios Medio Ambientales (NIBS), ha desarrollado varios MRC para determinar trazas de 

metales (Agrawal y col., 1997). También Malasia, Indonesia, Filipinas utilizan MRC farmacéuticos. 

En América Latina países como Chile, Brasil, tienen proyectos para producir estos materiales 

(Lipinski, 1997). En Cuba el Instituto C. J. Finlay, el 
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Centro de Inmunología Molecular, el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología hacen 

esfuerzos para lograr materiales de referencia certificados nacionalmente. 

Sin embargo, la tenencia de MRC ofrece dificultades, incluso en países desarrollados, debido al 

elevado costo para adquirirlos, además, la diversidad de productos y ensayos no permite la 

existencia de un gran número de MRC; es por ello que la mayoría de los laboratorios encargados 

de evaluar productos elaboran sus propios materiales de referencia para uso interno en el control 

de la calidad, denominados Materiales de Referencia Internos (MRI) (NC- ISO Guía 32, 2000). La 

forma de caracterizar estos materiales puede ser a través de mediciones usando: un método único 

definitivo, dos o más métodos de referencia independientes por una organización, una red de 

organizaciones calificadas que emplean métodos de exactitud demostrada o una propuesta de 

método específico (estudio interlaboratorios) que brinda sólo valores propios al método especifico 

evaluado (NC- ISO Guía 34, 1998). En todos los casos, si existe un MRC debe realizarse pruebas 

de contrastación entre el material interno y el certificado (Iyengar y Wolf, 1997). La preparación de 

los MRI deberá realizarse por un procedimiento que garantice indicadores imprescindibles como la 

disponibilidad, la homogeneidad, y la estabilidad (NC-ISO Guía 32, 2000); además, deben ser 

reproducibles y tener una composición similar a la de las muestras y similar matriz (Hyltoft y Licós, 

1996). 

En las últimas regulaciones de Buenas Prácticas de Laboratorio de varios países, recomiendan un 

manejo adecuado de estos materiales, tan importantes para asegurar la calidad analítica de los 

ensayos, específicamente, lo relacionado con el uso, preparación, conservación y distribución 

(Regulación 37, 2004). 

En nuestro país la elaboración de un material de referencia requiere el cumplimiento de los 

requisitos planteados en las normas cubanas que regulan esta actividad, lo que demanda un gran 

esfuerzo del laboratorio productor para cumplir los ensayos requeridos para la validez del material 

de referencia. Sin embargo, la confianza que brinda el material de referencia al resultado del 

ensayo, permite disminuir el número de repruebas y tomar decisiones de aceptar o rechazar con 

mayor confianza, esto se traduce, finalmente, en una reducción de los costos de calidad del 

producto, disminución de las quejas y reclamaciones por no cumplimiento de los requerimientos 

de calidad. Son estas las razones que han impulsado en la actualidad a gran número de 

laboratorios a elaborar sus propios materiales que son imprescindibles para el control de la calidad 

de los productos.
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Los reactivos empleados en la realización de este estudio fueron de firmas reconocidas y de la 

calidad requerida. Se utilizaron el hidróxido de amonio, el ácido amino 2- naftol- 4- sulfónico, la 

acetona y el cloroformo (Fluka); el ácido linoleico y la albúmina sérica bovina (BDH); solución salina 

0.9% (IMEFA), cromatoplacas silica gel (20x20) sin fluoresceína (0.25 mm de espesor), 

cromatoplacas silica gel (20x20) sin fluoresceína (0.25 mm de espesor, con zona concentradora), 

yodo sublimado, ácido perclórico, alúmina neutra (100-200 /J), bisulfito de sodio, metanol, sulfito de 

sodio, tetraóxido de osmio, tetracloruro de carbono, etanol, trietilamina, acetonitrilo (Uvasol®), 

ácido fosfórico (85 %), todos de la Merck; el fosfato monobásico de potasio (Reachim); molibdato 

de amonio (Siech), nitrógeno gaseoso; juego de patrones de fosfolípidos (SIGMA) con la siguiente 

composición: esfingomielina (SM), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina 

(PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (Pl), y mezcla de fosfolípidos para HPLC (SUPELCO). 

Los equipos de medición empleados fueron calibrados y declarados aptos para el uso por la 

institución nacional correspondiente: balanza analítica (Mettler H35 AR), balanza digital (Sartorius 

Portable), espectrofotómetro (Ultrospec Plus pharmacia LKB), espectrofotómetro (Lasso Biotech 

LTDA), y HPLC KNAUER. El resto de los equipos están declarados aptos para el uso: centrífuga 

refrigerada (Jouan KR 4-22), centrífuga de flujo continuo Alfa- Laval, batidora (LKB), plancha de 

calentamiento con arena, homogenizadores mecánicos, baño termostatado (Buchi), estufa (modelo 

101-1), agitador de tubos (VF-2), rotoevaporador (ILK), liofilizadora (EDWARDS EF 0.3), balón de 

nitrógeno. La cristalería de medición exacta utilizada fue declarada apta para el uso y las pipetas 

automáticas estuvieron debidamente calibradas. 

Para la caracterización de los Materiales de Referencia Internos se utilizaron los métodos de 

cuantificación espectrofotométrica de fosfolípidos totales (Zilversmith, 1950), de separación y 

cuantificación de fosfolípidos disaturados por cromatografía de columna convencional (Mason y 

col., 1976); y el método de separación y cuantificación por Cromatografía de Capa Delgada de 

cada fosfolípido específicamente la LPC y PC (Touchstone y col., 1980). 
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2.1- Validación de los métodos analíticos 
2.1.1- Cuantificación de fosfolípidos totales 

2.1.1.1- Operaciones preliminares 

Preparación de la curva de calibración: Se emplearon soluciones de 0,20; 0,10 y 0,05 mg/ mL 

de fósforo, las cuales se prepararon a partir de la solución madre (0,20 mg/ mL de fosfato 

monobásico de potasio como fuente de fósforo), mediante diluciones seriadas. 

Preparación de las muestras: Las muestras (50 mg de fosfolípidos) fueron disueltas en 

cloroformo para una concentración de 5 mg/ mL. 

2.1.1.2- Marcha analítica 

• Se tomó por triplicado volúmenes de la muestra patrón o blanco y se colocaron en tubos

pyrex.

• Se añadió 0,5 mL de ácido perclórico 60-70%.

• Se realizó la digestión en un baño de arena (200- 300 °C) durante 45 minutos.

• Enfriamiento a temperatura ambiente.

• Se añadió 3 mL de agua destilada; 0,5 mL de molibdato de amonio y se agitó con ayuda

de un vortex.

• Se añadió 0,5 mL de reactivo color (Zilversmith, 1950), previamente diluido, y se agitó

en un vortex. Se dejó en reposo durante 20 minutos.

• Se leyó contra blanco reactivo a longitud de onda de 660 nm en un espectrofotómetro.

2.1.1.3- Metodología de la validación 

Teniendo en cuenta que este ensayo pertenece a la categoría I, según la clasificación realizada por 

la USP XXIV, se tuvo presente la demostración de los siguientes parámetros: exactitud, linealidad, 

precisión y selectividad (USP XXIV, 2000). 

Para la comprobación de la linealidad se procedió a realizar una curva de calibración, para lo cual 

se empleó un patrón de fósforo, se obtuvieron cinco niveles de concentración en un rango de 30-

120 % del valor esperado. En este caso se preparó una solución madre de 0,26 mg/ mL de fósforo, 

a partir de la cual se prepararon los restantes puntos de la curva. Se realizaron cinco repeticiones 

por cada nivel de concentración teniendo en cuenta la marcha analítica descrita.
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Se realizó un estudio de regresión lineal, mediante el Sistema Excel, se determinó la recta de mejor 

ajuste, los coeficientes de correlación (r) y de determinación (r2), así como la pendiente y el 

intercepto, tomando como criterios de una adecuada linealidad cuando r > 0,99; r2 >0,98; y que la 

pendiente y el intercepto no difiera de 1 y 0 respectivamente. 

La exactitud se demostró a través de una curva de recuperación. Se utilizó agua desionizada para 

disolver las muestras, en sustitución del procedimiento normal de disolver en cloroformo, para 

obtener condiciones similares a los patrones, evitando así la formación de dos capas que afectaría 

la preparación de los diferentes niveles de concentraciones necesarios. 

Para la preparación de la muestra real se realizó un pool con cinco frascos del mismo lote 

de producto, y se disolvió el contenido en un volumétrico de 50 mL, con agua desionizada (5 mg/

mL). Para la preparación de las porciones de ensayo, se tomaron 0,1 mL de muestra real y 

se le añadieron diferentes volúmenes de patrón (0,20 mg/ mL de fósforo), completando con 

agua desionizada, hasta un volumen final de 2,1 mL. 

Se realizó una curva de recuperación con los diferentes niveles anteriormente mencionados, 

realizando seis repeticiones por cada nivel. Se determinaron las concentraciones observadas 

según la marcha analítica descrita anteriormente; y las concentraciones esperadas y los 

porcentajes de recuperación se calcularon aplicando las ecuaciones (I) y 

(II). 

Se analizó estadísticamente, mediante el Sistema Excel, la relación entre las concentraciones 

observadas y esperadas, y se determinó el coeficiente de correlación (r) que debe mostrar valores 

superiores a 0,99 como indicativo de una adecuada exactitud. 

Para analizar la precisión del método se llevó a cabo ensayos de repetibilidad y precisión en 

condiciones intermedias. 

Se demostró la repetibilidad tomando cuatro bulbos de un mismo lote de producto, a los cuales se 

les adicionaron diferentes volúmenes de cloroformo de forma tal que se obtuvieron cuatro niveles 

de concentraciones de fosfolípidos (mg/mL). Se realizaron siete repeticiones 
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por cada nivel de concentración siguiendo la marcha descrita bajo condiciones óptimas (analista, 

día, equipo, y lote de reactivos idénticos). 

Se calculó la desviación estándar de repetibilidad (Sr) y el intervalo crítico (CR), mediante las 

ecuaciones (III) y (IV), (ISO 5725-3, 1994). 

donde: 

f(n): factor tabulado de intervalo crítico para una n determinada [para n=3, f(n)= 3,3]  

n: número de replicas en cada determinación 

Para el ensayo de precisión en condiciones intermedias se trabajó con los mismos niveles de 

concentración que en ensayo de repetibilidad. 

En este punto se evaluó la influencia de diversas variables en el resultado final del ensayo; 

teniendo en cuenta diferentes situaciones tales como: operador (O), tiempo (T), lote de reactivo 

color (R) y equipo (E), así como algunas interacciones entre estas variables, lo que permitió 

calcular la desviación estándar de precisión en condiciones intermedias (S¡), para cada una de 

estas situaciones. 

Situaciones evaluadas según necesidades prácticas: 

• Un analista, dos días diferentes con lotes de reactivos idénticos S¡ (T).

• Dos analistas, un mismo día Si (O).

• Un analista, dos días diferentes, con lotes de reactivos diferentes Si (T, R).

• Dos analistas, dos días diferentes, con lotes de reactivos idénticos Si (O, T).

• Un analista, dos días diferentes, con diferente equipo Si (T, E).

Se realizaron siete repeticiones por cada nivel de concentración en cada situación evaluada, 

siguiendo el mismo procedimiento de análisis anterior. 

Se calculó posteriormente la desviación estándar de la precisión en condiciones intermedias (Si), 

para cada una de las condiciones propuestas según (III), y se determinó el intervalo crítico (CR), 

mediante (IV). Se llevó a cabo, además, un análisis de varianza (ANOVA) para conocer cuál de 

estas variaciones es la que más influye en el resultado final. 
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Para evaluar la selectividad se emplearon dos frascos del mismo lote. Una de las muestras 

fue contaminada mediante la adición de 50ug de ácido linoleíco y 0,0005g de albúmina sérica 

bovina (BSA), que simulan componentes minoritarios del producto, por presentar grupos 

químicamente activos similares a los de otros compuestos presentes en el producto, como 

proteínas y ácidos grasos fundamentalmente. 

Se realizaron tres repeticiones para la muestra normal y para la muestra contaminada siguiendo el 

mismo procedimiento anterior. Posteriormente se compararon los resultados mediante un test no 

paramétrico para n pequeñas (Wilcoxon), permitiendo de esta forma comprobar si existen 

diferencias significativas entre ambas muestras. 

2.1.2- Separación y cuantificación de fosfolípidos disaturados 

2.1.2.1- Operaciones preliminares 

Preparación de la solución de trabajo de tetraóxido de osmio (6,2 mg/mL), a partir de la 

solución madre (100 mg/mL), preparada en el momento de usarse, empleando tetracloruro de 

carbono como solvente, según la Ley de la volumetría. 

 Preparación de las columnas cromatográficas: 

Se emplearon columnas de 10 cm de largo y 0,5 cm de ancho con lana de vidrio en el cuello, 

empaquetadas con 1g de alúmina neutra anhidra. Las columnas se activaron colocándolas en una 

estufa a 110°C durante 6 horas como mínimo. 

Preparación de las fases móviles (FM): 

FM1: Compuesta por mezcla de cloroformo - metanol (20:1). 

FM2: Compuesta por mezcla de cloroformo - metanol - amoníaco (7M) (70:30:1). 

2.1.2.2- Marcha analítica 

• Se preparó la muestra según el diagrama en la Figura 1.

• De cada muestra se tomaron 0,5 mL, para aplicar en las columnas, tomando además

0,1 mL por duplicado en tubos Pyrex identificándolos como fosfolípidos totales (DOt).

• Una vez que la muestra fue aplicada a la columna, esta se eluyó con 10 mL de la FM,.

• Se colectó el eluyente como lípidos neutros en una probeta de 10 mL; se completó el

volumen con la misma fase móvil y se tomaron 3 mL por duplicado en tubos Pyrex

rotulados como DO1.



Figura 1: Diagrama de la preparación de la muestra en el método de separación y 

cuantificación de fosfolípidos disaturados 
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• Se eluyó nuevamente la columna, ahora con 10 mL de la FM2. Se colectó el eluyente

como fosfatidilcolina disaturada en una probeta de 10 mL, se completó el volumen con

la misma fase móvil 2 y se tomaron 3 mL por duplicado en tubos Pyrex rotulados como

D02.

• Los tubos fueron colocados en un baño termostatado y se evaporaron las muestras

hasta sequedad.

• Se realizó posteriormente la determinación de fosfolípidos totales por el método de

Zilversmith (1950).

2.1.2.3- Metodología de validación 

Este método también pertenece a la categoría I de métodos cuantitativos para la determinación de 

principios activos, según la clasificación realizada por la USP XXIV, por ello fue necesario la 

demostración de los parámetros de linealidad, exactitud, precisión y especificidad (USP XXIV, 

2000). 

Se realizaron, para la demostración de la exactitud, dos variantes de diseño, una correspondiente 

a la exactitud del proceso completo (Variante 1) y otra correspondiente a la exactitud de la 

corrida cromatográfica (Variante 2). 

Para la variante 1, se partió de cuatro bulbos de surfactante pulmonar (50 mg de fosfolípidos) de un 

mismo lote, de los cuales tres bulbos fueron contaminados con diferentes volúmenes de una 

solución patrón de Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (100 mg/mL), se completaron con cloroformo 

hasta un volumen final de 0,125 mL, a los que se le realizó posteriormente el pre- tratamiento de 

las muestras (Figura 1). 

Se ejecutó el procedimiento descrito en la marcha analítica para cada muestra, se realizaron dos 

corridas por cada una, se determinaron experimentalmente las concentraciones observadas y se 

obtuvieron las esperadas de una forma indirecta a través de la formula (I), parámetros a los que se 

les asignaron las siguientes variables: 

X,: Masa de la muestra real X3: Volumen total de la muestra 

X2: Masa de patrón añadida X4: Concentración esperada 

Se calculó la X2, aplicando posteriormente una regla de tres, donde la cantidad total añadida de 

DPPC a las muestras, corresponde al 100%, y el valor calculado (X2), representa el porcentaje que 

es capaz de recobrar el ensayo. 

En la variante 2, para demostrar la exactitud de la separación cromatográfica, se utilizó un frasco 

de producto (50 mg de fosfolípidos) del mismo lote el cual fue sometido al pre- 
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tratamiento de la muestra hasta el punto (B), en que se le añadió 0,5 mL de cloroformo a la muestra 

previamente seca, a partir de aquí se tomaron varias alícuotas de 0,1 mL, a las cuales se les 

añadieron diferentes volúmenes de la solución patrón de DPPC (100 mg/mL), y se completaron con 

cloroformo hasta un volumen final de 0,125 mL. 

Finalmente se realizó el mismo procedimiento anterior para cada muestra, con dos corridas para 

cada una, hasta obtener los resultados finales, se determinaron las concentraciones esperadas, y 

los porcentajes de recuperación mediante las ecuaciones (I) y (II). 

En el análisis de la precisión se realizaron ensayos de repetibilidad y precisión en condiciones 

intermedias. 

Para verificar la repetibilidad se partió de cuatro bulbos del mismo lote, a los cuales se les realizó 

el pre-tratamiento de la muestra hasta el punto de centrifugación y secado de la fase clorofórmica 

(B); a partir de aquí se le añadieron diferentes volúmenes de cloroformo para obtener cuatro niveles 

de concentración (un nivel bajo, dos niveles intermedios, un nivel alto). Posteriormente se continuó 

según el diagrama (Figura 1). 

Se realizaron cuatro corridas por cada nivel de concentración siguiendo la marcha descrita, en 

condiciones óptimas (analista, día, equipo y lote de reactivo, idénticos). 

Se calculó la desviación estándar de repetibilidad (Sr) según ecuación III y el intervalo crítico (CR) 

según la ecuación IV (ISO 5725-3, 1994). 

Para el estudio de la precisión en condiciones intermedias del método, se utilizaron muestras 

del mismo lote, se trabajaron con los mismos niveles de concentración que en el ensayo anterior. 

En este ensayo se tuvo en cuenta, solamente, la variable tiempo (T), puesto que este método se 

compone de tres etapas: 1-Preparación de la muestra, 2- Separación de la DPPC por una 

cromatografía en columna, 3- Detección y cuantificación espectrofotométrica a 660 nm. Por tanto 

como la tercera etapa de esta técnica fue validada en la primera parte del trabajo, la única situación 

que fue de interés analizar fue: 

• Un analista, dos días diferentes (T).

Se realizaron cuatro corridas por nivel de concentración en la situación evaluada siguiendo la 

marcha analítica descrita; que permitirá evaluar la variabilidad de los resultados bajo condiciones 

de reprueba. 

Se calculó posteriormente la desviación estándar (S¡) según la ecuación (III), y se determinó el 

rango crítico (CR), mediante (IV). Se llevó a cabo además un análisis de varianza
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(ANOVA) para conocer si existían diferencias significativas entre la situación evaluada y las 

condiciones óptimas de repetibilidad. 

Para verificar la especificidad del método se partió de un frasco de producto, al cual se le realizó 

el procedimiento para la obtención de las muestras hasta el punto donde se disuelve el contenido 

de interés en 0,5 mL de cloroformo, posteriormente se tomaron alícuotas de 0,1 mL por duplicado; 

una de las muestras fue contaminada con 0,4 mg de albúmina sérica bovina (BSA), 0,05 

mL de fosfatidilglicerol y 0,22 mL de fosfatidilinositol. Se realizaron dos corridas para cada 

muestra preparada siguiendo la marcha analítica descrita. 

Posteriormente se compararon los resultados mediante un test no paramétrico para n pequeñas 

(Wilcoxon), permitiendo de esta forma comprobar si existían diferencias significativas entre ambas 

muestras analizadas. 

2.1.3- Identificación y cuantificación de fosfolípidos por cromatografía en capa delgada 

(CCD) 

2.1.3.1- Operaciones Preliminares: 

Preparación de las muestras: Los componentes de interés fueron extraídos con cloroformo- 

metanol- agua (2:1:1) con agitación. Posteriormente se centrifugó a 2500 rpm a 4°C, durante 20 

minutos en una centrifuga refrigerada. Se desechó la fase superior (hidroalcohólica) y la inferior 

(clorofórmica) se llevó a sequedad, la que se redisolvió en cloroformo para lograr concentración de 

100 mg/mL. La separación y cuantificación se realizó por la metodología propuesta por Bartleet en 

1959. 

2.1.3.2- Metodología de validación 

Este ensayo se puede ubicar dentro de las categorías I y II según la clasificación de la USP 

XXIV, ya que el mismo permite la detección y cuantificación, no solo de los principales 

componentes del producto, dentro de los cuales está el componente mayoritario y principio activo 

(fosfatidilcolina), sino también el producto de degradación que se encuentra en pequeñas 

cantidades (lisofosfatidilcolina); por lo que se hace necesario la demostración de los parámetros de 

linealidad, precisión, límites de detección y cuantificación y la especificidad (USP XXIV, 2000). 

Para la comprobación de la linealidad se procedió a realizar una curva de calibración formada por 

seis niveles de concentraciones que estuvieran en el rango 25-200 % del valor en que se mueven 

las muestras (Travieso, 1998). Se prepararon a partir de una solución madre de fosfato monobásico 

de potasio (0,2 mg/mL de fósforo) las restantes concentraciones de (0,10; 0,15; 0,25; 0,5; 2; y 5) 

10'2 mg/mL, respectivamente, realizando 
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diez réplicas por cada punto. Se realizó un análisis de regresión utilizando el Sistema Excel para 

determinar la pendiente, el intercepto, coeficiente de correlación, así como la dependencia de la 

D.O respecto a la Concentración. 

El análisis de la precisión se realizó mediante un estudio retrospectivo basado en datos históricos. 

Para el estudio de la repetibilidad se diseño el análisis independiente de tres placas 

cromatográficas, en las cuales se aplicaron tres muestras por duplicado (n=6) de un lote 

homogéneo, contra dos columnas blanco; las mismas se realizaron en condiciones óptimas 

(analista, reactivos color y equipos). Posteriormente se realizó tratamiento estadístico mediante el 

uso del Software confeccionado según la norma ISO 5725-3,1994 (Amador y Miranda, 2000); que 

permitió el cálculo de la desviación estándar de repetibilidad (Sr) y del rango crítico (CR). 

Se comprobó la precisión bajo condiciones intermedias procesando datos obtenidos del 

análisis cuando varió el reactivo color y el día del análisis S¡ (TR). 

Para conocer los límites de detección (LD) y cuantificación (LQ) de la parte colorimétrica del 

método se preparó una curva de calibración de bajas concentraciones (0,10 - 5) x 10 ~2 mg/ mL de 

fósforo; se utilizaron seis puntos de concentración realizando diez réplicas por cada punto 

incluyendo el blanco. Se realizó la técnica descrita y se siguió el criterio de LD= XB+ 3 DSb y LQ= 

XB+ 10 DSb, donde XB es la media de los valores de D.O del blanco, y DSB es la desviación 

estándar de esos valores; los cuales se obtuvieron en unidades de Absorbancia (A) y se 

extrapolaron en la curva de calibración que presentó comportamiento lineal, pudiéndose conocer la 

concentración, y con el volumen, tomado de cada nivel de concentración, para realizar el análisis 

se determinó el valor de estos límites expresados en unidades de masa (mg). Se efectuaron tres 

repeticiones de este estudio. 

Se analizó el límite de detección del método cromatográfico cualitativo, para lo cual se 

analizaron cada uno de los componentes que se encuentran en pequeñas cantidades en el 

producto tales como la lisofosfatidilcolina (LPC) que es el producto de degradación que se 

encuentra en cantidades menores de un 2 %, entre otros componentes. Se utilizaron patrones 

comerciales puros (SIGMA) de cada uno de estos componentes: fosfatidilserina (PS), 

fosfatidilinositol (Pl), fosfatidiletanolamina (PE) y, fosfatidilglicerol (PG). El experimento consistió en 

aplicar en una placa cromatográfica (con microjeringa de 10 uL), cuatro concentraciones bajas 

conocidas de cada uno de estos patrones (Tabla 1), por duplicado, con el fin de conocer cuál es la 

mínima cantidad de estos analitos que se deben aplicar para que sean visualizados con el sistema 

de revelado utilizado. Como la evaluación es visual 
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(cualitativo) se realizó por dos analistas de experiencia en la identificación de este tipo de 

manchas (contraste leve: amarillo-blanco). El experimento se realizó tres veces para garantizar la 

reproducibilidad de este resultado. 

Tabla 1: Cantidades aplicadas de componentes minoritarios para determinar el LDC del 
método de CCD 

La especificidad del método se estudió mediante el análisis cualitativo, en una misma placa, de 

dos muestras normales y dos muestras contaminadas: con ácidos grasos (oleico y linoleíco) y 

proteínas (por duplicado), con el objetivo de detectar la presencia de estos contaminantes en la 

corrida cromatográfica al compararlo con el perfil cromatográfico de las muestras normales, y en 

dependencia del resultado cualitativo se procedería o no a la cuantificación. 

2.1.4- Estandarización, optimización y validación de un método de análisis de 

fosfolípidos por CLAR 

2.1.4.1- Definición del Sistema preliminar. 

a) Preparación de las muestras: Los componentes de interés fueron extraídos con

cloroformo- metanol- agua (2:1:1) con agitación. Posteriormente se centrifugó a 2500

r.p.m. a 4°C, durante 20 minutos en una centrifuga refrigerada. Se desechó la fase

superior (hidroalcohólica) y la inferior (clorofórmica) se llevó a sequedad, la que se

redisolvió en 10 mL de isopropanol. De esta solución que está aproximadamente a 5 mg/

mL, se distribuyeron en alícuotas de 1 mL y se completaron a 5 mL con isopropanol para

una concentración de 1 mg/ mL, se filtró por membrana de 0,2 nm.

b) Preparación de los patrones

Se utilizaron patrones puros de la SIGMA de LPC, SM, PC, PS, Pl, PE, y PG. 

Patrón 
Concentración 

(mg/ mL)

Volumen aplicado (ul) 
Blanco MRI 3 4 5 6 7 8 9 10 

LPC 50 - - 0,12 0,12 0,25 0,25 0,5 0,5 1,0 1,0 
PS 10 - - 0,6 0,6 0,8 0,8 1,0 1,0 1,2 1,2 
Pl 5 - - 0,5 0,5 1,0 1,0 1,2 1,2 1,5 1,5 
PE 10 - - 0,6 0,6 0,8 0,8 1,0 1,0 1,2 1,2 
PG 10 “ ” 0,6 0,6 0,8 0,8 1,0 1,0 1,2 1,2 
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A partir de la solución madre de cada patrón puro, se prepararon soluciones de estos de 1mg/ mL, 

mediante la ley de la volumetría, para aplicar 20 ug en un volumen mínimo de inyección de 4 µL. Se 

utilizó como solvente isopropanol previamente filtrado por 0,2 µm. 

c) Sistemas de separación:

Se evaluaron 11 diferentes sistemas, tomando elementos de lo informado en la literatura, 

fundamentalmente las fases móviles empleadas, que permitieran la separación de los diferentes 

fosfolípidos componentes del producto: 

Sistema 1: Acetonitrilo/ metanol/ H3P04 (85%) (100:1:1), con columna de silicagel Shim- pack CLC-

SIL, volumen de inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 0,5-3 mLimin. Sistema 2: Acetonitrilo/ 

metanol/ H3P04 (85%) (100:4:1), con columna de silicagel Shim- pack CLC-SIL, volumen de 

inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 0,5-3 mL/min. Sistema 3: Acetonitrilo/ metanol/ agua/ 

H3P04 (85%) (80:18:1:0.75), con columna de silicagel Shim-pack CLC-SIL, volumen de inyección de 

4- 20 uL, y velocidad de flujo de 0,5-3 mL/min. 

Sistema 4: Acetonitrilo/ propanol-2-ol/ metanol/ agua/ H3P04 (85%) (135:20:10:7:1), con columna de 

silicagel Shim-pack CLC-SIL, volumen de inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 0,5-3 

mL/min. 

Sistema 5: Acetonitrilo/ metanol/ H3P04 (85%)/ isopropanol/ agua (45:45:0.4:5:4), con columna de 

silicagel Nucleosil 100 Silica 5 um, volumen de inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 0,5-3 

mUmin. 

Sistema 6: Acetonitrilo/ metanol/ agua (48:31:21), con columna de silicagel Shim-pack CLC-SIL, 

volumen de inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 2,3 mUmin. 

Sistema 7: Acetonitrilo/ propan-2-ol/ metanol/ agua/ ácido trifluoracético (27:4:2:1.34:0.17), con 

columna de silicagel Shim-pack CLC-SIL, volumen de inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 

0,5-3 mLVmin. 

Sistema 8: Hexano/ isopropanol/ H3P04 (85%)/ etanol/ ácido acético (367:490:62:100:0.6), con 

columna de silicagel Shim-pack CLC-SIL, volumen de inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 

0,5-3 mL/min. 

Sistema 9. Acetonitrilo/ metanol/ agua (3:1:1), con columna de silicagel Shim-pack CLC- SIL, 

volumen de inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 1,5 mL/min. 

Sistema 10: Acetonitrilo/ metanol/ H3P04 (85%) (100:100:0.9), con columna de silicagel Nucleosil 

100 Silica 5 um, volumen de inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 0,5- 3 mL/min. 

Sistema 11: Acetonitrilo/ metanol/ H3P04 (85%)/ isopropanol (45:45:0.41:9), con columna de 

silicagel Nucleosil 100 Silica 5 um, volumen de inyección de 4- 20 uL, y velocidad de flujo de 0,5-3 

mL/min. 
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0.8 < R < 1.5

2.1.4.2- Optimización del método 

Se realizó el ajuste de los parámetros cromatográficos con vistas a garantizar la resolución 

adecuada entre los componentes, utilizando la siguiente ecuación (Quatrochi y col., 1992): 
    Donde: 
k’: factor de capacidad 
N: factor de eficiencia (Número de platos teóricos) a: factor de selectividad 

Se calculó la resolución para los dos analitos de interés con respecto a sus picos más cercanos 

según:

Donde: 

tt2. tiempo de retención del compuesto 2; f,: tiempo de retención del compuesto 

1; w2. ancho de la base del pico referente al compuesto 2; y w1   ancho de la 

base del pico referente al compuesto 1.

2.1.4.3- Validación del método 

Este es un método clasificado dentro de las categorías I y II de la USP XXIV, por lo que fue 

necesario la demostración de los parámetros: especificidad, precisión, linealidad, y límites de 

detección y cuantificación. Se utilizaron diseños experimentales sugeridos por Quatrochi y col. 

(1992). 

a) Especificidad

Se diseñó el estudio con vistas a demostrar que las respuestas están dadas por la presencia de 

los diferentes fosfolípidos de la matriz y no por otros componentes del producto como proteínas, 

sales y ácidos grasos. Para lo cual se tomaron 10 bulbos de la matriz fosfolipídica objeto de 

estudio: 

- 3 bulbos para estudio de fotolisis (Exposición del producto a luz de onda corta y/o 

solar directa o indirecta durante 5 h). 

- 3 bulbos para estudio de Pirólisis ( Exposición del producto a temperatura fija de 105 2 

C durante 5 h) 

- 1 bulbo al que se le adicionará un 1 % de NaCL (0.9%) 

- 1 bulbo al que se adicionará un 1 % de BSA 

- 1 bulbo al que se le adicionará 1% de ácidos grasos (linoleíco y palmítico) 

- 1 bulbo control 

Se realizaron las inyecciones de cada tipo de muestra por triplicado con vistas a determinar la 

presencia de algún pico nuevo y/o la superposición de algún componente con los picos de los PL 

de interés mediante CCD. 

b) Precisión

b.1) Precisión del sistema en condiciones de repetibilidad
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Se partió de una muestra homogénea para evaluar la dispersión de las medidas alrededor del 

valor medio, al analizar múltiples alícuotas de esta muestra. Se realizaron 10 inyecciones de cada 

muestra homogénea y se determinó el tiempo de retención (tr) de cada componente y el área (A) 

del pico de cada uno de ellos. Se determinó el estimador de la desviación estándar (S) para estos 

indicadores, para posteriormente conocer la desviación estándar relativa (RSD) o Coeficiente de 

Variación. Se estableció como límites de aceptación los valores de RSD < 5 % según Green 

(1996). b.2) Precisión del sistema en condiciones intermedias. 

Se realizó el mismo diseño anterior con la introducción de las siguientes variaciones: 

* Cambio de día de análisis

* Cambio de día y analista

Igualmente se calcularon la S y la RSD, debiendo tener, esta última, valores inferiores al 5 %. 

c) Linealidad

Se utilizaron patrones comerciales puros de los diferentes fosfolípidos, se prepararon curvas de 

calibración de cada uno de ellos en los rangos en que ellos se encuentran normalmente en las 

muestras. Se realizaron 3 inyecciones (n=15) por cada nivel, se aplicaron 20 uL. 

Se prepararon 5 niveles de concentración: PC (1,0; 0,75; 0,50; 0,25; 0,125 mg/mL); LPC (0,25; 

0,200; 0,150; 0,125; 0,120 mg/mL). 

Se demostró la relación que existe entre la respuesta medida (área del pico) y la concentración de 

cada punto. Se calculó la recta de mejor ajuste, el coeficiente de determinación (r2), así como la 

variabilidad de la pendiente según procedimientos establecidos utilizando el sistema Microsoft 

Excel. 

d) Límites de detección (LD) y cuantificación (LQ)

Se determinaron para la LPC ya que es el componente minoritario del producto y que constituye 

indicador de calidad a evaluar. 

Se determinaron mediante la metodología sugerida por Quattrocchi y col., 1992. Se realizó una 

primera curva de calibración en el rango en que se encuentra la LPC en las muestras (0,120 - 0,25 

ug/ uL), y se determinó la pendiente (m). Se realizó otra curva de calibración a bajas 

concentraciones, se inyectaron cada punto de concentración por triplicado, y se determinó la 

ecuación de esta nueva recta, se extrapoló la respuesta a concentración igual a cero (el área es 

igual al intercepto b), obteniéndose un estimado de la respuesta del blanco Ybi . Se determinó la 

desviación estándar (S) para cada punto de la curva anterior, y se calculó la recta correspondiente 

a Concentración (A) vs s, es decir, la ecuación S= m (A) + b, posteriormente se extrapoló la S 

a concentración igual a cero, obteniéndose el estimado Sb/, correspondiente a la 

desviación estándar del blanco.
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Se calcularon los LD y LQ para n medidas individuales según:

2.2- Obtención y caracterización de Materiales de Referencia Internos 

2.2.1- Evaluación de dos fuentes de obtención de fosfolípidos para la producción de 

MRI 

Para seleccionar la fuente de materia prima más factible se partió de material biológico 

(pulmones y tejidos de placenta) en todos los casos obtenidos en el laboratorio de control biológico 

del Grupo de Aseguramiento de la Calidad, a los cuales se les realizó una revisión 

anatomopatológica sin evidencia de alteraciones. 

La fuente más apropiada fue seleccionada teniendo en cuenta criterios técnicos como: el 

rendimiento, y presencia de fosfolípidos de interés; y criterios económicos como: facilidad de 

adquirir dichas fuentes en mayor proporción; y el gasto de solventes orgánicos. Además, se 

evaluaron en las dos fuentes estudiadas el uso del sobrenadante (SN) y el precipitado obtenidos 

por centrifugación del homogenato, como parte del procedimiento general de trabajo. Los criterios 

de selección fueron: rendimientos de fosfolípidos y gastos de solventes orgánicos utilizados en las 

consecutivas extracciones. 

El procedimiento común utilizado con las dos fuentes ensayadas se corresponde con la 

metodología empleada para las extracciones de fosfolípidos sugerida por Folch y col. (1957). Se 

tomaron 12 pulmones y 9 placentas, los cuales se pesaron en una balanza técnica obteniéndose 

una masa de 66,28 y 54,19 gramos respectivamente, posteriormente fueron triturados y lixiviados 

con solución de cloruro de sodio (0,9 %) durante 1 minuto en una batidora. La suspensión obtenida 

fue centrifugada a 4500 r.p.m. durante 30 minutos a una temperatura de 4°C, en una centrifuga 

refrigerada. El precipitado y el SN obtenidos fueron separados y sometidos a extracciones 

lipídicas. 

Durante el proceso se tomaron alícuotas en las etapas posteriores a la trituración y 

centrifugación así como en las extracciones para determinar fosfolípidos totales como control del 

proceso siguiendo el método de Zilversmith (1950). 

La composición de fosfolípidos fue determinada de forma cualitativa por cromatografía en 

capa delgada, utilizando la metodología descrita por Touchstone y col. (1980), la cual fue validada 

en la primera parte de este trabajo. Se utilizaron placas de silicagel -60 con zona concentradora. 

Se aplicaron los patrones de fosfolípidos obtenidos de la casa comercial Sigma y las muestras de 

la extracción final del precipitado y el SN de pulmón y placenta. Se reveló por el procedimiento 

específico con vapores de yodo como revelador. Se calcularon los rf de los patrones comerciales y 

muestras como método de 
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identificación de los componentes fosfolipídicos presentes en la extracción final de pulmón y 

placenta. 

2.2.2- Obtención y caracterización del MRI para métodos bioquímicos 

2.2.2.1- Obtención de los lotes de MRI 

Una vez seleccionada la mejor fuente siguiendo los criterios técnicos y económicos descritos 

anteriormente, se procedió a la definición del proceso, para lo cual se comenzó por una profunda 

revisión de los métodos de extracción y purificación de los compuestos de interés que incluyó la 

literatura de patente disponible, que nos permitiera la definición de cada una de las etapas, así 

como las diferentes operaciones y sus condiciones operacionales. 

■ Trituración: Se evaluaron tres variantes (tres corridas de cada una) para realizar la

operación: Homogenizador mecánico a velocidad de 1300 r.p.m durante 5 minutos; Ultratur

a altas r.p.m durante 5 minutos; y batidora a alta velocidad durante 3 minutos. Se tuvo en

cuenta como criterio de selección práctico la variante que garantizara la mejor

homogenización macroscópica del material biológico.

■ Lixiviación: Se realizó en un tanque agitado de 5 L de capacidad con impelente de cuatro

paletas. El solvente empleado fue solución de cloruro de sodio (150 mM) que es el utilizado

universalmente para la obtención de los surfactantes naturales heterólogos. Se evaluaron

los rendimientos a los 30, 60 y 120 minutos.

■ Centrifugación: Se utilizó una centrífuga refrigerada de tubos (JOUAN) a 4°C. Se realizó

una prueba de espín preliminar a velocidades de 2500 y 4500 r.p.m. para determinar el

tiempo de la operación que lograra la separación requerida. Se evaluaron las fases pesada

y ligera a los 10, 20 y 30 minutos.

■ Extracción 1: Se realizó adicionado cuatro partes de solución de cloruro de sodio (150 mM)

por cada parte de precipitado, homogenizándolo con agitación mecánica a velocidad de

200- 300 r.p.m. durante 30 minutos, y posterior adición de mezcla de cloroformo/metanol

(2:1) a una relación solvente/ alimentación de 6. Se emplearon un tanque agitado y

embudo separador de vidrio, para la separación de las fases, de 5 L de capacidades.

■ Extracción 2: Se suspendió el extracto seco en solución salina y se realizó la extracción

con mezcla de cloroformo/metanol (2:1) a una relación solvente/alimentación de 5, con

agitación durante 30 minutos a 200- 300 rpm, en un tanque agitado de 5 L.

■ Precipitación: Se utilizó acetona fría (- 20 °C), con un tiempo de contacto de 6 horas, y

posterior centrifugación a 3000 rpm, a 4 °C durante 30 minutos (Alfonso, 1995).



Materiales v Métodos 

44

Una vez establecida la tecnología de obtención del MRI de fosfolípidos, con todos los controles de 

proceso en cada una de las etapas críticas, se procedió a la elaboración de tres lotes con vistas a 

demostrar la reproducibilidad del proceso. 

2.2.2.2- Caracterización del MRI candidato 

La obtención de un MRI de fosfolípidos, a partir de una fuente biológica, requiere la 

demostración de una serie de parámetros bioquímicos y tecnológicos que demuestren que el 

producto es adecuado y estable para los fines propuestos, por lo que a continuación se abordarán 

todos los experimentos diseñados para caracterizar este producto. Debe señalarse que algunos de 

estos parámetros como: la concentración de fosfolípidos totales; el comportamiento cualitativo y 

cuantitativo de los diferentes fosfolípidos en CCD, especialmente la LPC (producto de 

degradación), la PC (componente mayoritario y principio activo), y la concentración de DPPC, 

fueron monitoreados en el tiempo (por un período de dos años como mínimo) con el fin de 

establecer la fecha de vida útil real del MRI, mediante un estudio de estabilidad en anaquel. Se 

utilizó el sistema estadístico SAS, Versión 8.2 para evaluar, mediante prueba t, el comportamiento 

de los diferentes indicadores de estabilidad en el tiempo. 

 Homogeneidad del llenado: Se seleccionaron de forma aleatoria 10 frascos por cada lote y 

se pesaron en una balanza analítica antes y después del llenado, para controlar la 

variación en la cantidad de material entre un frasco y otro. Se determinó la media [ X ) ,  desviación 

estándar (DS) y coeficiente de variación (CV), se tomaron como criterios de aceptación los 

sugeridos por Zanelli (1982). 

  Homogeneidad del lote por determinación de fosfolípidos totales: Se realizó la 

determinación de fosfolípidos totales mediante el método de Zilversmith (1950), para esta 

determinación se escogieron 10 frascos de forma aleatoria por cada lote y se realizaron las 

determinaciones por triplicado. Se tomó como criterio de homogeneidad que la varianza entre los 

frascos sea menor o igual que la varianza de las réplicas dentro de los frascos (ISO Guía 35, 

1998). En caso de demostrarse que los lotes son homogéneos se determina el intervalo de 

confianza para esta propiedad, en caso contrario se determina el intervalo de tolerancia. 

 Humedad residual: Se determinó la humedad residual del material liofilizado por el método 

de Karl Fischer (USP XXIV, 2000), el valor obtenido debe ser menor del 5%, ya que niveles de 

humedad residual elevados, pudieran afectar la estabilidad microbiológica del MRI, además de 

catalizar la peroxidación e hidrólisis de los fosfolípidos. 

 Límite microbiano: Se determinó la ausencia de microorganismos patógenos, realizando un 

muestreo de 0,4 ^  donde n  es el tamaño del lote. Se tomaron los criterios de aceptación según la 

NC-26-121 (1993).
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 Determinación cualitativa y cuantitativa de fosfolípidos: La composición de fosfolípidos 

fue determinada de forma cualitativa y cuantitativa por cromatografía en capa delgada 

(Touchstone y col., 1980). Se aplicaron las muestras de cada lote por duplicado contra una mezcla 

de MRC de fosfolípidos obtenidos de la casa comercial Sigma. 

 Determinación cuantitativa de fosfolípidos disaturados: Se sometieron a ensayo cinco 

muestras tomadas aleatoriamente, las cuales se analizaron por duplicado, según la metodología 

propuesta por Mason y col. (1976), y validada en la primera parte de este trabajo. 

2.2.3- Elaboración y caracterización del Material de Referencia Interno Biológico de 

fosfolípidos para método biológico (MRIB) 

2.2.3.1- Obtención de los lotes de MRIB 

Para el diseño de este Material de Referencia Biológico se necesitaba lograr una matriz 

fosfolipídica donde la DPPC, como fosfolípido responsable de la actividad, se encontrara en 

niveles superiores al 40 % con respecto a los fosfolípidos totales, por lo que se requería una 

mínima contaminación de otros fosfolípidos de membrana. Debido al tamaño del pulmón de 

conejo, no fue posible el uso de la tecnología de SURFACEN que es por lavado pulmonar, por lo 

que fue necesario utilizar variantes tomando elementos de las tecnologías publicadas basadas en 

el procesamiento completo del órgano. 

Se procedió al establecimiento del proceso, ajustando los parámetros de la trituración, 

lixiviación, y las centrifugaciones fundamentalmente. El resto de las operaciones se realizaron con 

el fin de lograr la purificación de la matriz y la eliminación de contaminantes como grasas, lípidos 

neutros y proteínas sanguíneas, por lo que se utilizaron métodos establecidos en el campo de 

obtención de surfactantes naturales. 

Condiciones experimentales de las etapas críticas en la tecnología de obtención del MRIB: 

• Trituración: Se utilizó una máquina moledora Hobart modelo 4812, empleando un plato de

4,7 mm de diámetro de orificio. Esta condición se estableció basado en el criterio de

Treybal (1986) que propone tamaños de partículas de 1,2- 5,1 mm en la extracción de

productos naturales.

• Lixiviación: Se empleó un tanque agitado de 50 L de capacidad con impelente de cuatro

paletas. El solvente empleado fue solución de cloruro de sodio (150 mM), el porcentaje

volumétrico de sólidos (15 %) se estableció tomando los criterios de Fujiwara y col. (1982)

que proponen un 20%; y Díaz (1999), que utilizó un 10 %, ambos con resultados

satisfactorios. El tiempo de agitación fue de 1 hora. Se realizaron 10 corridas

experimentales para determinar el rendimiento de esta etapa crítica.
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• Filtración: Se realizó a gravedad a través de un colador con un orificio de diámetro de 1,3

mm (12 mesh).

• Centrifugación 1: Se utilizó una centrífuga de discos, operando como clarificadora, a una

velocidad de 9000 rpm y un flujo de 400 ml_/ min. Estas condiciones son similares a las

que reportan Robertson y Curstedt (1988).

• Centrifugación 2: Se utilizó la misma centrífuga anterior operando como concentradora, a

una velocidad de 6000 rpm y un flujo de 200 mUmin, condiciones propuestas por Díaz

(1995) para la obtención de SURFACEN.

Una vez establecida la tecnología de obtención del MRIB de fosfolípidos, con los controles

de procesos de cada una de las etapas críticas, se procedió a la obtención de al menos dos lotes 

con vistas a demostrar la reproducibilidad del proceso. 

2.2.3.2- Caracterización del MRIB candidato 

Para la caracterización del MRIB candidato, se evaluaron todos los indicadores bioquímicos 

que son correlacionados e imprescindibles para lograr una adecuada actividad surfactante en el 

modelo biológico seleccionado (Método de Gazapos inmaduros), además de la propiedad 

fundamental que es la de demostrar actividad surfactante en este modelo. Debe señalarse que 

algunos de estos parámetros como: el comportamiento cualitativo y cuantitativo de los diferentes 

fosfolípidos en CCD, especialmente la LPC (producto de degradación), la PC (componente 

mayoritario y principio activo), la concentración de DPPC y la acción biológica, serán 

monitoreados en el tiempo (por un período de dos años como mínimo) con el fin de establecer la 

fecha de vida útil real del MRIB, mediante un estudio de estabilidad en anaquel. 

Para la evaluación de la actividad biológica se tomaron aleatoriamente tres muestras de cada lote 

y se les midió la actividad biológica por el Método de Gazapos inmaduros (Robertson y 

Lachaman, 1988), para conocer la posibilidad real de uso del candidato a MRIB como control 

positivo de este método biológico.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1- Validación de los métodos analíticos 

3.1.1- Cuantificación de fosfolípidos totales 

Al procesar estadísticamente los resultados obtenidos del estudio de linealidad se comprobó el 

comportamiento lineal del sistema (Figura 2), observándose que existe una correlación entre la 

densidad óptica y la concentración en el rango estudiado, obteniéndose la ecuación de la recta 

y=0,002+ 2,727x, donde los coeficientes de determinación y correlación (r2 y r) fueron mayor de 

0,9999; el intercepto, no difirió significativamente de cero; sin embargo la pendiente difirió 

estadísticamente del valor ideal, este comportamiento conlleva a que pequeños cambios en la 

concentración involucran grandes cambios en la respuesta, lo que le confiere una alta sensibilidad 

al método, lo que demostró la capacidad de este de asegurar que los resultados analíticos 

obtenidos son proporcionales a la concentración del analito dentro del intervalo de 0,05-0,20 mg/ 

mL de fósforo (Gil, 1995 y González, 1996). 

Figura 2: Curva de calibración de la linealidad del método de fosfolípidos totales 

Los resultados demuestran que el método es lineal en el rango de concentraciones de la curva 

patrón (0,050-0,20 mg/mL), demostrándose de esta forma que el ensayo cumple apropiadamente 

con la Ley de Lambert-Beer, lo cual indica que se pueda usar la absorbancia como magnitud 

apropiada para determinar a partir de ella la concentración de principio activo presente en las 

muestras (Massart, 1994). Los resultados de las D.O obtenidas para valores de concentraciones 

superiores a los 0,25 mg/ mL de fósforo afectan ligeramente la linealidad del método y su 

sensibilidad, por lo que en muestras de estas concentraciones se sugiere la realización de 

diluciones. 

y= 0,002+2,727 x r2= 0,9999 
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Los resultados del estudio de exactitud (Tabla 2), demuestran que el procedimiento en estudio es 

exacto, pues los porcentajes de recobrado obtenidos se encuentran en el rango establecido para 

este tipo de método (>80%) (Thomas y col., 1991). Algunos autores plantean la aceptación de 

valores de recobrado no menores de 50, 80 y 90 %, como límites de aceptación numéricos en 

dependencia de la complejidad del método (Castro y col., 1989; y Campmany, 1990), y otros 

autores refieren altos recobrados para métodos espectrofotométricos simples (Rodríguez y col., 

2003). 

Tabla 2: Exactitud del método de cuantificación de fosfolípidos totales 

Al analizar la relación existente entre las concentraciones esperadas y observadas (Figura 3), se 

obtuvo una línea recta cuyo coeficiente de correlación fue de 0,99; corroborando la exactitud del 

método. 

Figura 3: Curva de recuperación de la exactitud del método de fosfolípidos totales 

El estudio de precisión realizado bajo condiciones de repetibilidad (Tabla 3), permitió conocer la S

ry el CR bajo condiciones óptimas (analista, equipo, reactivo, día idéntico), tomándose los 

resultados de tres estudios de repetibilidad. De esta forma se pudo conocer la máxima diferencia 

permisible entre réplicas, primer factor a tener en cuenta por el analista para conocer sobre la 

validez del ensayo. 

Niveles Valores observados (mg/mL) Valores esperados (mg/mL) Recobrado 
(%)

1 0,0599 0,0538 111,3 
2 0,0861 0,0823 104,6 
3 0,1017 0,1016 100,1 
4 0,1321 0,1219 109,3 
5 0,1571 0,1495 105,1 - 

% recobrado = 106,08 %. 
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El procesamiento estadístico de los resultados del ensayo de precisión en condiciones 

intermedias (Tabla 3), muestra que no existen diferencias significativas (p<0,05), al aplicar la 

prueba t, no solo entre las diferentes condiciones analizadas, sino que no difirió tampoco con los 

resultados obtenidos bajo condiciones de repetibilidad, lo que permitió demostrar la robustez del 

método, puesto que los resultados demostraron que las respuestas obtenidas mediante la 

ejecución de dicho ensayo, no son afectados por pequeñas variaciones en las condiciones de 

trabajo, es decir, cambio de operador, día de análisis, reactivos, equipos, y combinaciones de 

estas (Pasteelnik, 1993). 

La selectividad del método quedó demostrada al no observarse diferencias estadísticamente 

significativas, después de aplicar el test de Wilcoxon (test no paramétrico para n pequeñas), entre 

la muestra normal y la muestra contaminada con otros lípidos y 

Tabla 3: Precisión del método de cuantificación de fosfolípidos totales

Condiciones S(roi) CR (A) 
Repetibilidad * Operador, día, equipo, y lote de

reactivos idénticos

0,0641 0,2115 

* Un analista, dos días diferentes

con lotes de reactivos idénticos 

(T)

0,0497 0,1642 

* Dos analistas, un mismo día (0) 0,0556 0,1835 
Intermedias * Un analista, dos días diferentes,

con lotes de reactivos diferentes 

(R, T)

0,0521 0,1719 

* Dos analistas, dos días

diferentes con lotes de reactivos 

idénticos (0, T)

0,0563 0,1857 

* Un analista, dos días diferentes

con diferente equipo (T, E)

0,0573 0,1769 

S(roi>: Desviación estándar en condiciones de repetibilidad (r) o en condiciones intermedias (i) CR (A): Rangos 

críticos expresados en unidades de absorbancia 
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proteínas presentes en la matriz estudiada (Tabla 4), por lo que podemos concluir que el método 

es capaz de discriminar entre el principio activo y demás componentes del producto, cumpliendo 

de esta forma con el ensayo de selectividad, asegurando el hecho de estar determinando 

exclusivamente la sustancia de interés (Pasteelnik, 1993; Finkelson, 1994). 

Tabla 4: Resultados del ensayo de selectividad del método de cuantificación de fosfolípidos 
totales 

 

3.1.2- Separación y cuantificación de fosfolípidos disaturados 

Como se explica en Materiales y métodos, esta técnica se divide en tres etapas: 

1 -Preparación de la muestra. 

2- Separación de la DPPC por cromatografía de columna. 

3- Detección y cuantificación espectrofotométrica a 660 nm. 

En el epígrafe 3.1.1 se informaron los resultados de la validación de la tercera etapa de esta 

técnica, lo que demostró algunos indicadores de calidad como es la linealidad en el intervalo 

(0,066-0,20 mg/mL), siendo este también el rango de interés en el ensayo para la cuantificación de 

DPPC, por lo que se evidenció la relación existente entre la respuesta (DO) y la concentración del 

analito (Massart y Verbeke, 1994). 

El diseño del estudio de la exactitud del método (Variante 1), variante en la cual se adicionaron los 

diferentes volúmenes de solución madre de patrón de DPPC (100 mg/mL), al inicio de la 

preparación de la muestra (Figura 1), evidenció porcentajes de recobrado menores del 40% (Tabla 

5); observándose una pérdida significativa del analito correspondiente a las etapas de extracción 

con solventes orgánicos y separación de este en el sistema trifásico (cloroformo- metanol- agua). 

Muestra Concentración (mg/mL) X DS

4,24 

Normal 4,18 4,25 0,0755 

4,33 

4,03 

Contaminada 4,45 4,20 0,2194 

4,13 

X : Valor medio DS: Desviación Standard 
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En el caso de la evaluación de la exactitud de la columna (Variante 2), variante en la cuál se 

adicionaron a las muestras los diferentes volúmenes de solución madre de patrón (DPPC) (100 

mg/mL), justo antes de la aplicación de esta a la columna, se registraron porcentajes de recobrado 

>87.9% (Tabla 6), resultados que concuerdan con los obtenidos por Badar (1995); Backer y 

Vermeersch (1996); Ang y Luo (1997), quienes reportaron porcentajes de recobrado >85% en la 

validación de métodos cromatográficos líquidos. 

Al analizar los porcentajes de recobro obtenidos en ambas variantes, se observó una tendencia a 

la disminución de los valores de recobrado con el aumento de la concentración de los diferentes 

niveles estudiados, lo que concuerda con lo planteado por Badar (1995), para este tipo de método. 

En este caso, puede ser debido a una saturación de la solución acomplejante de tetraóxido de 

osmio en la columna, siendo más exacto el método a bajas concentraciones. 

Las pérdidas que se producen durante la preparación de las muestras, fundamentalmente en la 

extracción (variante 1), no aseguran un recobrado adecuado del analito, por lo que en condiciones 

de trabajo no se recomienda para determinar su concentración absoluta. Sin embargo, es posible 

expresar los resultados como porcentaje en base a los fosfolípidos totales, teniendo en cuenta que 

la separación cromatográfica (variante 2), presentó buena recuperación. Mediante la ejecución de 

esta técnica podemos conocer el porcentaje de DPPC (D02) con respecto a los fosfolípidos totales 

(DOt), ya que ambos son sometidos a

Tabla 5: Resultados del ensayo de exactitud de la variante 1

Niveles Masa de DPPC 

añadida (mg) 

Masa de DPPC 

recuperada (mg) 

Recobrado (%)

1 5 1,71 34,2 

2 7,5 1,98 26,4 

3 10 2,13 21,3 

% recobrado = 27,30 

Tabla 6: Resultados del ensayo de exactitud de la variante 2

Niveles Valores observados (mg/mL) Valores esperados 

(mg/mL) 

Recobrado (%)

1 32,80 33,68 97,40 

2 38,10 41,68 91,40 

3 40,15 45,68 87,90 

% recobrado = 92,23 
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todo el proceso de preparación de la muestra (Figura 1), por lo que las pérdidas son equivalentes. 

Estos resultados demuestran que el método es poco exacto, sugiriéndose por tanto, su uso 

solamente en el caso que se necesite cuantificar el porcentaje de DPPC con respecto a los 

fosfolípidos totales, como es el caso. 

En las figuras 4 y 5, se presentan las rectas obtenidas al relacionar las concentraciones de DPPC 

observadas con las esperadas, para ambas variantes, demostrándose que en la variante 1 (método 

completo), no existe una buena correlación entre ambas concentraciones, corroborado por la 

pendiente (m=0,084) que difiere significativamente de 1 tras aplicar la prueba t, mientras que en la 

variante 2, la pendiente (m= 1,608) no presentó diferencias estadísticamente significativas con 

respecto a este valor. 

 

Figura 4: Curva de recuperación del ensayo de exactitud de la variante 1 del método de 
cuantificación de la DPPC 

 

Figura 5: Curva de recuperación del ensayo de exactitud de la variante 2 del método de 

cuantificación de la DPPC 
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El ensayo de repetibilidad (Tabla 7), permitió conocer la Sr y CR indicando así el grado de 

dispersión o concordancia de los resultados del método bajo condiciones óptimas de trabajo 

(analista, día, equipo y reactivos idénticos). La máxima diferencia permisible entre réplicas (CR), 

está expresada para el resultado final del ensayo en unidades de concentración relativa 

(porcentaje de DPPC con respecto a fosfolípidos totales). 

El procesamiento estadístico de los resultados de la precisión bajo condiciones intermedias (Tabla 

7), muestra que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos bajo 

condiciones de repetibilidad y los obtenidos al realizar el ensayo cuando se varió el factor tiempo 

(T), lo que indica que el método estudiado no es influenciado por este factor. 

Tabla 7: Precisión del método de cuantificación de la DPPC 

El factor analista no fue evaluado porque el método siempre es realizado por dos analistas; los 

restantes factores fueron objeto de análisis en la primera parte de este capítulo. 

Los resultados del ensayo de especificidad (Tabla 8), demostraron que no existen diferencias 

significativas entre la muestra normal y la muestra contaminada con proteínas y otros fosfolípidos 

excepto DPPC, presentes en el producto, resultados que permiten corroborar que el método es 

específico, asegurando el hecho de estar determinando únicamente la sustancia de interés, en 

este caso, la DPPC. 

Debe señalarse que este ensayo está descrito para la cuantificación de fosfolípidos disaturados, 

por lo que es valido para la separación y cuantificación relativa de la DPPC porque se conoce por 

los estudios de la caracterización del producto en sistema de cromatografía de placa delgada 

específica, que este es el único fosfolípido disaturado presente en el mismo (Alfonso, 1997). 

Condiciones S(r o i) CR

Repetibilidad * Operador, día, equipo y lote de reactivo 

idénticos 

1,73 

1,95 

3,80 

4,29 

Intermedias * Un analista, dos días diferentes con

lotes de reactivos idénticos 

1,78 3,90 

S(r o i) Desviación estándar en condiciones de repetibilidad (r) o en condiciones intermedias (i) 
CR (% DPPC/PL): Rangos críticos expresados en unidades de concentración relativa de la 

DPPC con respecto a los fosfolípidos totales 
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La linealidad del método se comprobó procesando estadísticamente los resultados obtenidos de la 

curva de calibración para los seis niveles de concentraciones. Se obtuvo una recta Y= 0,1526 X + 

0,0117; donde el coeficiente de correlación fue de 0.999. Se evidenció que el intercepto no difirió 

significativamente de cero, y la pendiente si lo hizo de uno, lo que indica que grandes cambios en 

la concentración producen pequeños cambios en la respuesta (D:0), este resultado aunque no 

coincide con los reportados en la literatura (Massart y Verbeke, 1994), es un comportamiento 

característico de métodos de baja sensibilidad. Un resultado importante fue la demostración de la 

linealidad del ensayo en el rango de trabajo, no se recomienda trabajar por encima de 0,05 mg/ mL 

de fósforo porque no se conserva la linealidad. 

En el diseño del estudio de precisión se evaluó la variabilidad del método en condiciones óptimas y 

cuando se introdujeron las fuentes de variación de mayor influencia en la práctica según las 

características de este tipo de método. 

El ensayo de repetibilidad (Tabla 9), permitió conocer la Sr y CR indicando así el grado de 

dispersión o concordancia de los resultados del método bajo condiciones óptimas de trabajo 

(analista, día, equipo y reactivos idénticos) para cada uno de los componentes. La máxima 

diferencia permisible entre réplicas (CR), se expresó en unidades de absorbancia (A), ya que los 

datos primarios son lecturas de densidades ópticas, y constituyen el primer indicador de la 

conformidad técnica del ensayo, que le permiten al analista decidir si el ensayo cumplió con sus 

requisitos de calidad o no, orientando en el segundo caso la necesidad de ejecutar una reprueba 

del mismo. 

Los resultados del análisis estadístico, mediante la prueba t, de tres muestras por duplicado (n=6), 

de un lote homogéneo, contra dos columnas blanco (máxima capacidad de análisis de 

Tabla 8: Especificidad del método de cuantificación de la DPPC

Muestra Concentración (% DPPC/PL) X CR

Normal 38,9 37,8 2.1 

36,8 

Contaminada 37,1 37,4 0.5 

37,6 

CR: Rango crítico expresado en unidades de porcentajes de DPPC con respecto a fosfolípidos 

totales 

3.1.3- Identificación y cuantificación de fosfolípidos por CCD 
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una placa), evidenciaron que existen diferencias significativas (p<0,05) entre las desviaciones 

estándar de repetibilidad de los diferentes componentes, este resultado hace pensar en una posible 

interrelación entre la variabilidad del ensayo y las concentraciones de los analitos, evidenciándose 

una tendencia a aumentar la variabilidad en los puntos de mayor concentración. Este resultado 

coincide con lo reportado por Castro y col. (1989), acerca del aumento de la variabilidad de los 

resultados con la concentración de analito. 

Sin embargo, el procesamiento estadístico de los resultados de la precisión bajo condiciones 

intermedias (Tabla 10), muestra que no existe diferencias significativas (p<0,05) entre los resultados 

obtenidos bajo condiciones de repetibilidad y los obtenidos al realizar el ensayo variando los factores 

tiempo- reactivos S¡(TR), al comparar cada componente individualmente, con excepción de la 

fosfatidiletanolamina cuyo rango crítico se duplica al introducir estas condiciones. Estos resultados 

indican que el método estudiado no es muy influenciado por este factor, sugiriéndose el estudio de la 

influencia de factores ambientales como la temperatura, la humedad y la presión atmosférica. 

Los resultados de los LD y LQ generaron valores de 1,3 x 10-4 y 8,8 x 10-5 mg de fósforo, 

respectivamente, al extrapolar en una curva de calibración de bajas concentraciones el valor de XB+ 3

DSB y XB+ 10 DSBen unidades de absorbancia, para LD y LQ respectivamente (XB: valor medio d*e 

diez determinaciones del blanco, DSB: Desviación estándar de esas diez determinaciones), estos 

resultados coinciden con los obtenidos por Ouhazza y Siouffi 

Tabla 9: Resultados de la repetibilidad del ensayo de CCD

Condiciones Punto sr CR (A)

Lisofosfatidilcolina 0,009 0,020 

Esfingomielina 0,022 0,048 

Fosfatidilcolina 0,019 0,042 

REPETIBILIDAD Fosfatidilserina 0,020 0,044 

Fosfatidilinositol 0,014 0,031 

Fosfatidiletanolamina 0,010 0,022 

Fosfatidilglicerol 0,011 0,024 

Frente 0,009 0,020 

Sr: Desviación estándar en condiciones óptimas (repetibilidad) 

CR (A): Rangos críticos expresados en unidades de absorbancia 
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(1992), quienes reportaron LD ¡guales a 0,8 ug en un método en el cual la detección fue por 

fluorescencia. 

Tabla 10: Resultados de la precisión en condiciones intermedias del método de CCD 

 

CR (A): Rango crítico expresados en unidades de absorbancia 

El límite de detección cualitativo (LDC), evidenció, para los dos analistas independientes, 

resultados idénticos (Tabla 11). 

Tabla 11: Resultados del límite de detección cualitativo del método de CCD 

 

Es importante señalar que el análisis cualitativo necesita entrenamiento visual de los analistas 

porque el contraste que se logra debido a la unión de los diferentes analitos con el 

 

Condiciones Punto S¡ (TR) CR (A) 

 Lisofosfatidilcolína 0,013 0,029 

 Esfingomielina 0,023 0,050 

INTERMEDIAS Fosfatidilcolina 0,041 0,051 

 Fosfatidilserina 0,017 0,037 

 Fosfatidilinositol 0,016 0,035 

 Fosfatidiletanolamina 0,022 0,048 

 Fosfatidilglicerol 0,012 0,026 

 Frente 0,014 0,031 

S¡ (TR): Desviación estándar en condiciones intermedias cuando se varía el reactivo color y el día de análisis 

Patrón Tf Blanco MRI 3 4 5 6 7 8 9 10 LDC 

LPC 0,166 — + — — + + + + + + 12,5 ug 

PS 0,388 — + -+ -+ + + + + + + 6,0 ug 

Pl 0,444 — +  
__ 

 
__ 

 
__ 

 
__ 

 
__ 

 
__ 

+ + 7,5 ug 

PE 0,650  __ +  -+ -+ + + + + + + 6,0 ug 

PG 0,700  
 

___ 

 
___ -+ -+ + + + + + + 6,0 ug 

 

+: evidencia de mancha                                __ ausencia de mancha              -+: apreciación dudosa 
 
Columnas 3-10: Columnas en las que se puntearon diferentes volúmenes de muestras según Tabla 1. 
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revelador (lodo sublimado) es muy débil (amarillo- blanco), además de que este último tiende a 

sublimarse y a aclarar la intensidad de las manchas en un período de tiempo corto. En las tres réplicas 

del experimento se obtuvieron los mismos resultados, considerándose los resultados dudosos (-+) 

como negativos, ya que no permitieron dilucidar claramente la presencia o ausencia del componente 

de interés. Se tomaron como límites de detección cualitativo (LDC) la mínima cantidad de sustancia 

(mg) que fue necesario aplicar en la placa para que se detectara nítidamente inmediatamente después 

del revelado. Este resultado a diferencia de lo informado por Caporal y col. (1990), y Pasteelnik (1993), 

se expresa en unidades de masa, ya que de esta forma, en dependencia de la concentración del 

patrón puro, se puede ajustar el volumen de aplicación para lograr puntear como mínimo la masa 

requerida. 

Los resultados del estudio de especificidad demostraron la ausencia de interferencias de otros 

componentes no fosfolipídicos presentes en el producto (Tabla 12), al no evidenciarse ninguna mancha 

adicional en el perfil cromatográfico, además de que estos contaminantes de forma independiente no 

ofrecieron respuesta. No fue necesario realizar la cuantificación porque no fueron detectados. Estos 

resultados corroboran que tanto el sistema de corrida como de revelado son específicos para el 

análisis cualitativo de fosfolípidos (Touchstone, 1980) 

Tabla 12: Resultados de la especificidad del método de CCD 

7, 8: Muestras contaminadas con proteína (BSA) 9, 10: Mezcla de los contaminantes 

Mancha 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

LPC  -  - + + + + + +  ___  -

SM  -  - + + + + + +  -  -

PC  -  - + + + + + +  -  -

PS  -  - + + + + + +  -  -

Pl  -  - + + + + + +  -  -

PE  -  - + + + + + +  -

PG  -  - + + + + + +  - .

Otra  -  -

1, 2: Blanco 3,4: Muestras normales 5,6: Muestras contaminadas con ácidos grasos (oleico y 

linoleico) 
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Figura 6: Cromatograma de la separación de los fosfolípidos (Surfacen 1 mg/ mL)

3.1.4- Estandarización, optimización y validación del método de análisis de fosfolípidos por 

CLAR 

Se evaluaron diferentes sistemas de separación tomando elementos de lo reportado en la literatura, no 

lográndose la separación de los componentes con estos sistemas como estaban descritos. 

La principal limitante fue la poca disponibilidad de solventes transparentes a esta longitud de onda de 

200 nm, para lo cual los solventes óptimos se reducen a: n- hexano, isopropanol, acetonitrilo, y agua. 

Esto unido a la complejidad real de separación de este tipo de compuestos dado por la gran similitud 

en las propiedades químicas y físicas que dificultan la separación de cada componente de la mezcla, y 

las características del equipamiento disponible, conllevaron a un arduo trabajo experimental. 

De las fases móviles probadas se seleccionó la siguiente: Acetonitrilo/Metanol/H3P04 (85 %) (1:1:0.01). 

Finalmente se estableció el sistema analítico siguiente: 

CLAR fase normal (Mecanismo adsorción) isocrático. 

Detector: Fotómetro 200 nm. 

Columna: Silicagel (Shim-pack CLC-SIL, 5 um diámetro de partícula, 6 mm ID X 15 cm) 

Condiciones de conservación de la columna: n-hexano/ Isopropanol (99.5: 0.5) 

Caudal o velocidad de flujo: 0,5 mLV min. 

Cantidad de muestra a inyectar: hasta 100 ug en 4 uL de cada patrón puro.
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El sistema propuesto permitió la separación de los principales compuestos del producto obteniéndose 

picos bien definidos y resueltos para la LPC y PC y para el resto de los fosfolípidos (Figuras 6, 7 y 8). El 

tiempo de corrida para la separación de los compuestos fue de 13 minutos (Tabla 13). 

Tabla 13: Resultados cualitativos de la separación por CLAR 

Figura 7: Cromatogramas de la separación de los fosfolípidos A: SURFACEN (4 mg/mL) B: 

Patrón de Fosfatidiletanolamina (PE) C: Patrón de Esfingomielina (SM) 

Componente Tiempo de retención (tR)

Lisofosfatidilcolina 4,26 ± 0,044 

Fosfatidilinositol 5,29 ±0,014 

fosfatidilglicerol 5,36 ±0,010 

Fosfatidiletanolamina 7,38 ±0,029 

Fosfatidilserina 8,41± 0,014 

Fosfatidilcolina 10,17± 0,041 

Esfingomielina 10,76 ±0,031 
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Figura 8: Cromatogramas de la separación de los fosfolípidos mediante el sistema propuesto A: 

SURFACEN (4 mg/mL) B: Patrón de Fosfatidilglicerol (PG) C: Patrón de Fosfatidilinositol (Pl) 

Los resultados del estudio de especificidad mostraron que el método es específico para el análisis de 

fosfolípidos, puesto que se obtienen picos a diferentes tiempos de retención para cada uno de ellos, 

mientras que otros componentes del producto como las proteínas y los ácidos grasos no mostraron 

señal a esta longitud de onda. Sin embargo, los estudios de pirólisis (Figura 9), corroboraron la 

degradación total del producto, observándose la formación de formas liso directamente proporcional a 

la disminución de la concentración de cada uno de los fosfolípidos. 

Figure 9: Cromatogramas del estudio de pirólisis A: SURFACEN (1 mg/mL) B: SURFACEN 

sometido a condiciones de estrés por temperatura 
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Figura 10: Curva de calibración de la linealidad de la Fosfatidilcolina

Figura 11: Curva de calibración de la linealidad de la lisofosfatidilcolina

Los cromatogramas del estudio de fotolisis no evidenciaron la formación de productos de degradación, 

por lo menos en las cantidades que pudieran ser detectados puesto que no existe diferencias 

estadísticamente significativas entre las muestras expuestas y la muestra control. 

La evaluación de la linealidad del método se realizó mediante curvas de calibración de los patrones 

puros. Se establecieron los rangos de trabajo de comportamiento lineal para los dos analitos que 

constituyen indicadores de calidad del producto, siendo de (0,78- 12,5) x 10'2 mg/ mL para la 

fosfatidilcolina y de 0,0625- 1 mg/ mL para la lisofosfatidilcolina. Los resultados de la curva de calibración 

para ambos compuestos (Figuras 10 y 11) muestran un comportamiento lineal con un coeficiente de 

correlación superior a 0,99; y la variabilidad de la pendiente para ambos analitos fue inferior al 1 %, lo 

que ratifica la linealidad del método en el rango de trabajo. 

r2=0,9997

r2=0,9970
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El estudio de precisión realizado bajo condiciones de repetibilidad (Tabla 14), permitió conocer la Sr y el 

CV bajo condiciones óptimas (analista, equipo, fase móvil, día idéntico), tomándose los resultados de 

dos estudios de repetibilidad.

El procesamiento estadístico de los resultados del ensayo de precisión en condiciones intermedias 

(Tabla 14), muestra que no existe diferencias significativas, al aplicar la prueba t, no solo entre las 

diferentes condiciones analizadas, sino que no difirió tampoco con los resultados obtenidos bajo 

condiciones de repetibilidad, lo que permitió demostrar la robustez del método, puesto que los 

resultados indican que las respuestas obtenidas mediante la ejecución de dicho ensayo, no son 

afectados por pequeñas variaciones en las condiciones de trabajo, es decir, cambio de operador, día 

de análisis, y operador- día de análisis (Pasteelnik, 1993). Los valores de coeficientes de variación (CV) 

evidencian que el método es preciso, tomando en cuenta las recomendaciones de autores que 

sugieren criterios de aceptación válidos de precisión para métodos cromatográficos cuando los CV son 

menores del 2 % (Green, 1996). 

Tabla 14: Resultados del estudio de precisión del método de análisis de fosfolípidos por CLAR 

Por otra parte, el método demostró límites de detección y cuantificación adecuados para la 

lisofosfatidilcolina en el orden de los 24 y 78 ng, respectivamente. Estos resultados

Condiciones S(ro¡) CV (%)

Repetibilidad * Operador, día, equipo, y lote de

reactivos idénticos 
(LPC) 0,0508 

0,0312 

1,42 

0,9 

(PC) 0,1011 

0,0168 

1,00 

0,17 

Intermedias * Un analista, dos días diferentes con

lotes de reactivos idénticos (T) 

(LPC) 0,0430 1,20 

(PC) 0,1905 1,92 

* Dos analistas, dos días diferentes

con lotes de reactivos idénticos (0, T) 

(LPC) 0,0430 1,21 

(PC) 0,1905 1,92 

S(roi): Desviación estándar en condiciones de repetibilidad (r) o en condiciones intermedias (i) 

CV (%): Coeficiente de variación 



Resultados v Discusión 

63

concuerdan con lo informado por Christie (1992) quien reporta que estos compuestos son detectados a 

bajas longitudes de ondas (200-206 nm) en la región ultravioleta en cantidades del orden de los 

nanogramos. 

CONCLUSIONES PARCIALES: 

• La técnica espectrofotométrica de cuantificación de fosfolípidos totales, cumplió con los indicadores

establecidos por la USP XXIV, ya que presentó adecuadas exactitud (>80%); precisión, medida

como repetibilidad y condiciones intermedias, robustez, y selectividad.

• El ensayo cromatográfico de separación y cuantificación de la DPPC, evidenció porcentajes de

recobro de la separación cromatográfica aceptables, adecuadas precisión, tanto en condiciones

intermedias y de repetibilidad, especificidad y linealidad.

• El método de análisis cualitativo y cuantitativo de los fosfolípidos por cromatografía de capa delgada

resultó lineal en el rango de (0,10- 5) x 10'2 mg/ mL de fósforo, preciso, sensible, y específico,

además de mostrar los LD y LQ adecuados para el uso previsto.

• El método de análisis de fosfolípidos por CLAR demostró ser lineal para los dos compuestos de

interés con r2 > 0,99; ser específico y preciso-, así como presentar límites de detección y

cuantificación adecuados para el producto de degradación.

3.2- Obtención y caracterización de Materiales de Referencia Internos 

3.2.1- Evaluación de las fuentes de materia prima 

Las determinaciones de fosfolípidos totales durante el control de proceso (Tabla 15) evidencian que 

la primera y segunda extracción obtenida a partir del precipitado tiene una concentración de fosfolípidos 

totales mayor que la obtenida en el sobrenadante (SN), este comportamiento fue similar en ambas 

fuentes. Sin embargo, la primer extracción a partir del precipitado de pulmón fue más eficiente que en el 

precipitado de placenta. Estos resultados pueden ser debido a las características diferentes de ambos 

órganos, que a pesar de que se realizaron las mismas operaciones de trituración y lixiviación previas a la 

operación de centrifugación, aspectos críticos como la masa de sólidos, tamaños de partículas, así como 

la densidad de los sólidos fue diferentes, lo que favoreció que en la operación de centrifugación 

precipitarán otros componentes de células y tejidos de la placenta lo que provocó perdidas de 

fosfolípidos en este órgano. 

Este resultado resalta la importancia de las condiciones de centrifugación en el rendimiento final, ya 

que en dependencia de las características de los sólidos se logrará la eficiencia de la separación. Varios 

autores le confieren a esta operación un papel crítico en la separación de estos compuestos (Magoon y 

col., 1983; Wright y Clements, 1987; Young, 
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1989), utilizándose ampliamente la centrifugación por gradiente de densidad. 

El análisis de los rendimientos de la extracción final (Figura 13) con respecto a fosfolípidos 

totales iniciales, muestran mayores valores para el precipitado con respecto al SN, aunque, para el 

caso del precipitado de placenta estas diferencias no son significativas. También en el proceso se 

obtuvieron grandes volúmenes de SN que provocó la utilización de mayor cantidad de solventes, los 

cuales encarecen los pasos de extracción. Este análisis nos llevó a desechar el SN como vía de 

obtención de los fosfolípidos. 

Durante el procesamiento del precipitado, se observó, que en el caso del pulmón la 

concentración de fosfolípidos de la primera extracción con respecto a la segunda disminuyó 

prácticamente a la mitad (Tabla 15), esto puede haber ocurrido porque la fase clorofórmica estaba 

saturada de fosfolípidos, y en la segunda extracción hubo mucha migración de dichos componentes 

hacia la fase metanólica, donde son parcialmente solubles. En el caso de la placenta no se observó el 

mismo comportamiento debido a que la concentración de fosfolípidos es menor y no ocurre la 

sobresaturación. Estos resultados se tomaron en cuenta para la estandarización del proceso de 

elaboración de los lotes de material de referencia. 

Tabla 15: Determinación de fosfolípidos totales en las etapas del proceso de evaluación de las 

fuentes 
ETAPAS Pulmón Placenta

Masa total (mg) Concentración

(mg/mL) 
Masa total (mg) Concentración

(mg/mL) 

Triturado 1484,70 5,60 1116,3 5,15 

1era Extracción 

(Precipitado) 

628,45 4,23 180,20 2,34 

1era Extracción 

(Sobrenadante) 

225,40 0,28 159,6 0,24 

2daExtracción

(Precipitado) 

378,85 2,55 163,80 2,34 

2da Extracción 

(Sobrenadante) 

214,70 0,23 140,40 0,16 
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En el precipitado de pulmón, los valores de fosfolípidos totales superan los de placenta; 

esto se confirma además, en el análisis de los rendimientos (Figuras 12 y 13), en los cuales los 

rendimientos de pulmón prácticamente duplican los obtenidos con la placenta. Esta misma 

conclusión se ratifica cuando se analiza el rendimiento sobre la base de la masa de tejido inicial. 

En estudios realizados en placa cromatográfica analizando comparativamente de forma 

cualitativa la composición de fosfolípidos en el SN y precipitado de pulmón y placenta (Tabla 16) 

se observó que en ambas fuentes aparecen el mismo número y posición de las manchas, 

observándose manchas más tenues en el caso del SN acorde con una menor concentración. 

Estas evidencias reafirman la similitud de la composición de PL de los diferentes compartimentos 

celulares (intra y extra) del sistema surfactante, existiendo solo pequeñas diferencias en la 

composición fosfolipídica de las sub-fracciones de ambos compartimentos (Magoon y col., 1983; 

Van Golde y col., 1988). 

Los rf de las manchas 1, 2, 3 se corresponden con los rf de los patrones comerciales de 

lisofosfatidilcolina, esfingomielina y fosfatidilcolina, respectivamente (Tabla 16). La 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Rendimiento de la extracción final con respecto a masa de tejido inicial 
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mancha 6 se corresponde a la fosfatidiletanolamina, que aunque no se aplicó, su rf es conocido por 

estudios anteriores realizados por Manzanares y col. (1995), en una matriz similar. La mancha 8 es 

un componente no identificado. 

Las manchas correspondientes a los fosfolípidos de fosfatidilinositol, fosfatidilserina y 

fosfatidilglicerol no se observaron, debido a que se encontraban en muy bajas concentraciones y la 

sensibilidad del método no permitió su identificación, trabajos posteriores han demostrado la 

presencia de los dos primeros, corroborando la semejanza entre los componentes del extracto 

fosfolípidico de pulmón de conejo con el de otras especies vertebradas (Manzanares y col., 1995; y 

Van Golde, 1988). Debemos resaltar que apareció una concentración alta de lípidos neutros que 

corrieron con el frente del solvente, así como de PC [3] y SM [2], la LPC [1] se encontró en menor 

proporción. Estos resultados nos permiten aceptar ambas fuentes por presentar los componentes de 

interés [1 y 3], ya que ambos constituyen especificaciones de calidad del producto para el cual se 

desea elaborar el futuro MRI, por constituir el principio activo y componente mayoritario [3], y [1] el 

producto de degradación al que se le confieren propiedades tóxicas (Grossmann y col., 1999). 

Los resultados obtenidos de los precipitados de pulmón y placenta desde el punto de vista 

cualitativo son similares pues aparecen las mismas manchas. En cuanto a la adquisición es más 

fácil la obtención del pulmón, pues la placenta necesita de hembras gestadas y además, el 

precipitado de pulmón tiene mayor rendimiento, por lo que fue escogido el pulmón como fuente más 

apropiada. 

Tabla 16: Valores de rt de las manchas de las fuentes y patrones.

Manchas Patrón Pulmón Placenta

Precipitado SN Precipitado SN 

Lisofosfatidilcolina 0,144 0,144 0,144 0,138 0,138 

Esfingomielina 0,188 0,183 0,194 0,183 0,177 

Fosfatidilcolina 0,25 0,222 0,238 0,238 0,233 

Fosfatidilserina 0,311 - - - - 

Fosfatidilinositol 0,327 - - - - 

Fosfatidiletanolamina - 0,505 0,500 0,494 0,494 

Fosfatidilglicerol 0,611 - - - - 

No identificado - 0,700 0,700 0,700 0,700 

SN: Sobrenadante 



Resultados y Discusión 

67

3.2.2- Obtención y caracterización del MRI para métodos bioquímicos 3.2.2.1- 

Obtención de los lotes de MRI 

La definición de la tecnología para la elaboración del MRI permitió establecer las operaciones con los 

parámetros adecuados para lograr la matriz requerida. Las operaciones establecidas fueron: 

■ Trituración: La variante seleccionada resultó ser en la que se utilizó el equipo Ultratur (WARING

COMMERCIAL) a alta velocidad durante 5 minutos, ya que fue la que logró una adecuada

ruptura de los tejidos y células con la correspondiente homogenización del material. Esta

operación está definida como crítica puesto que del tratamiento del sólido inicial depende la

calidad de la posterior lixiviación.

■ Lixiviación: Se realizó en un tanque agitado de 5 L de capacidad con impelente de cuatro

paletas, se utilizó la solución de cloruro de sodio (150 mM) como solvente. Se lograron los

mejores rendimientos a partir de los 60 minutos (Tabla 17).

■ Centrifugación: Los resultados de la prueba de espín (Tabla 18) demostraron que se lograba la

separación perfecta de ambas fases a velocidades de 4500 r.p.m. durante 30 minutos, en una

centrífuga refrigerada de tubos (JOUAN) a 4°C.

Tabla 18: Caracterización de la suspensión de la prueba de espín 

Con los resultados anteriores se validó la tecnología propuesta (Figura 14), mediante la 

elaboración de tres lotes candidatos a MRI. 

Los resultados de fosfolípidos totales (mg) como control de proceso (Tabla 19) evidenciaron una 

pérdida considerable después de la primera extracción con respecto a la

Tabla 17: Resultados de los rendimientos a diferentes tiempos de la lixiviación

Parámetro Tiempos evaluados (minutos)

30 60 120 

Rendimiento de Fosfolípidos totales (g/Kg) 13,45 ±0,41 17,21± 0,58 17,32 ±0,35 

Fases Velocidad Tiempo (minutos)

evaluadas (r.p.m.) 10 20 30 

1 2500 Líquido muy turbio Líquido turbio Líquido turbio 

2 No se observa No es estable No es estable 

1 4500 Líquido muy turbio Líquido turbio Claro 

2 No se observa No es estable Compacto 

1: Aspecto del sobrenadante 2: Aspecto del precipitado 
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Figura 14: Tecnología de obtención del Material de Referencia Interno (MRI) de fosfolípidos 

 

 



 

 

 

 
 

trituración, esto coincide con los estudios realizados sobre fuentes adecuadas y vías de extracción 

del precipitado y sobrenadante en nuestro laboratorio, donde siempre las mayores pérdidas ocurren 

durante los procesos de separación de los fosfolípidos como es en la extracción inicial. Este 

comportamiento puede ser debido a que el precipitado obtenido de la centrifugación cuando es 

extraído con la mezcla orgánica forma, en la interfase, una barrera física gruesa formada 

fundamentalmente por proteínas hidrofílicas desnaturalizadas y precipitadas que puede dificultar la 

difusión del soluto de interés (fosfolípidos) a la fase orgánica. 

La etapa de centrifugación constituye otra de las etapas críticas del proceso, porque en esta ocurre 

una pérdida de fosfolípidos (aproximadamente un 15 %), estos resultados coinciden con los 

obtenidos por Manzanares (1995). 

Tabla 19: Rendimiento de fosfolípidos en cada etapa del proceso de elaboración de los lotes 

de MRI 

 

3.2.2.2- Caracterización de los lotes de MRI 

Los resultados de la homogeneidad del llenado (Tabla 20), demuestran que el coeficiente de 

variación de los lotes están por debajo del límite establecido (1%) hallado por Zanelli (1982), lo que 

expresa una adecuada homogeneidad de la operación de llenado al incorporar las recomendaciones 

de estudios anteriores que demostraron la necesidad de agitación constante a 37 °C durante la 

dispensación, como vía para garantizar la homogeneidad de la suspensión. 
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Etapas LOTE I LOTE II LOTE III 

Masa inicial de 

pulmones (g) 

1065,67 1089,06 2136,20 

Extracción 1 (mg) 8576,62 12137,09 11598,84 

Extracción 2 (mg) 8239,87 11909,63 10515,2 

Precipitación (mg) 3825,20 10422,04 8031,40 

Masa final (mg) 3750,00 6643,75 7878,10 

Rendimiento (%) 

(PL iniciales) 

44,60 54,74 69,72 
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Por otra parte, la homogeneidad del lote por determinación de fosfolípidos totales fue 

comprobada ya que se demostró que la varianza entre los diez frascos de cada lote fue menor que la 

varianza dentro de cada uno de los frascos, lo que permitió determinar la incertidumbre del valor 

asociado a las muestras y se calculó el intervalo de confianza para cada lote (NC- ISO Guía 35, 

1998). 

Los valores de referencia para fosfolípidos totales son utilizados en el control interno de la 

calidad del método de fosfolípidos totales por medio de la confección de gráficos de control utilizados 

regularmente para demostrar la estabilidad que presentan los resultados del método de ensayo (ISO 

5725-2, 1994). 

La humedad residual, en todos los lotes, se mantuvo por debajo del indicador establecido (< 2 

%), garantizando, de esta forma, condiciones de humedad mínima que evitan la degradación 

hidrolítica y microbiológica del producto. 

En la determinación del límite microbiano, se demostró la ausencia de microorganismos 

patógenos que pudieran afectar a los analistas que utilizan el producto. 

En las placas cromatográficas se identificaron correctamente la composición de los 

fosfolípidos de los materiales candidatos (Tabla 21) coincidiendo con los valores de los r, de los 

patrones comerciales utilizados. Los tres lotes mostraron similar perfil cromatográfico en cuanto a 

número y posición de las manchas. 

Los rf de las manchas 1 a la 6 se corresponden con las manchas del SURFACEN 

(Manzanares y col., 1995). La mancha 7, fosfatidilglicerol, es un componente del surfactante que no 

se observó, esto puede ser, debido a la existencia de bajas concentraciones (trazas) por lo que el 

sistema analítico no tiene sensibilidad para su detección, o que no se encuentra en el material de 

referencia. Las manchas 8 y 9 son dos componentes no identificados que migran cercana al frente del 

solvente, por lo que tienen características apolares (lípidos o ácidos grasos de altos pesos 

moleculares), estos no se hallan en el 

Tabla 20: Homogeneidad de los lotes de MRI candidatos

Atendiendo a Parámetro LOTE 1 LOTE II LOTE III

Homogeneidad del 

llenado (mL) 

X 0,9993 0,9898 0,9974 

DS 0,0068 0,0064 0,0027 

CV 0,6715 0,5349 0,2746 

Homogeneidad por 

determinación de 

fosfolípidos totales 

X 24,96 25,10 24,78 

Intervalo de 

confianza 

24,54- 25,37 24,46-25,74 24,49-25,07 
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surfactante por lo que no son de interés y su eliminación puede ser objeto de mejoramiento futuro 

del MRI. 

Los resultados de la caracterización cuantitativa de cada uno de los fosfolípidos presentes 

en el MRI (Tabla 22), mostraron que la PC es el componente mayoritario (mayor de un 30 %), 

seguido por la SM (mayor del 10 %), los restantes fosfolípidos se encuentran en cantidades 

apreciables, lo que garantiza una proporción adecuada de los diferentes compuestos, para los 

fines analíticos propuestos. 

Debemos señalar que la cuantificación de los lotes se realizó en placas de alto poder 

resolutivo, por lo que se logró una buena separación de todos los fosfolípidos y se realizó la 

cuantificación de todas las manchas, además los resultados fueron reproducibles en todas las 

placas. 

Tabla 21: Valores de r ,  de los fosfolípidos que componen al MRI y de los patrones 

 

En el caso de la LPC y la SM, sus porcentajes están por encima de los reportados para el 
surfactante (Manzanares y col., 1995), donde estos componentes aparecen como manchas 

débiles y por lo tanto al encontrarse en mayor proporción en el MRI permite identificados mejor, una 
aplicación útil constituirá facilitar la identificación de la LPC en la muestra como principal 
contaminante del producto.

comerciales 
No Manchas MRC (SIGMA) LOTE I LOTE II LOTE III 

1 Lisofosfatidilcolina 0,142-0,159 0,158 0,154 0,156 

2 Esfingomielina 0,188-0,200 0,206 0,200 0,200 

3 Fosfatidilcolina 0,250-0,269 0,264 0,268 0,260 

4 Fosfatidilserina 0,311-0,355 0,358 0,354 0,350 

5 Fosfatidilinositol 0,343-0,420 0,418 0,411 0,415 

6 Fosfatidiletanolamina 0,583-0,606 0,606 0,583 0,600 

7 Fosfatidilglicerol 0,611-0,695 - - - 

8 No identificado - 0,743 0,759 0,750 

9 No identificado - 0,926 0,918 0,910 
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Figura 15: Resultados cualitativos de la separación de fosfolípidos por CCD (a,b: Blancos 

c,d,e,f: SURFACEN   g,h,i,j: MRI de fosfolípidos 

Tabla 22: Resultados del porcentaje de cada uno de los fosfolípidos presentes en el MRI 

Los resultados del análisis de cinco muestras de cada lote mediante el método analítico que 

permite cuantificar la cantidad de fosfolípidos disaturados con respecto al total de fosfolípidos (Tabla 

23), mostraron que el porcentaje de este analito es mayor del 30 %, e inferior a lo reportado para el 

SURFACEN. 

Componente LOTE 1 (%) LOTE II (%) LOTE III (%) SURFACEN

LPC 3,38 2,18 3,85 0,6- 1,5 

SM • 16,72 20,92 18,56 3,6- 5,1 

PC 44,4 38,50 41,22 65,0-71,4 

PS » 14,15 8,36 10,45 1,1-1,8 

Pl \ 4,02 2,26 3,16 11,4- 13,3 

PE 6,83 10,35 7,21 3,7- 4,8 

PG - - - 5.4- 7.7 

NI 1,76 1,53 0,97 0,1-2,2 

NI 0,96 0,82 0,78 

NI: No identificados 
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Tabla 23: Resultados del porcentaje de fosfolípidos disaturados de los lotes de MRI 

 

Estos niveles de DPPC < 40 % pueden ser debido a que el MRI se obtiene de homogenato de 

pulmón, por lo que presenta mayor concentración de fosfolípidos de membranas, lo que disminuye la 

concentración relativa de los fosfolípidos disaturados. Estos resultados son similares a los obtenidos 

por Robertson y Curstedt, (1988), quienes patentaron un surfactante pulmonar natural a partir de 

pulmones triturados con niveles más bajos de DPPC que lo requerido para una buena actividad 

surfactante. 

El seguimiento en el tiempo de los diferentes indicadores de estabilidad del producto mostró 

que los tres lotes conservan las propiedades de interés durante un período de 24 meses (Tablas 24, 

25 y 26), debido a que los valores, para cada indicador de estabilidad evaluado, se encuentran dentro 

de los intervalos de aceptación. Estos resultados fueron corroborado estadísticamente tras aplicar la 

prueba t (Sistema SAS, Versión 8.2, 2001),

LOTE % DPPC / PL X (%) DS 

 1 37,88   

 2 35,89   

I 3 37,48 36,72 1,08 

 4 35,62   

 5 35,70   

 1 36,49   

 2 40,30   

II 3 37,63 39.27 3.02 

 4 37,86   

 5 44,08   

 1 38,23   

 2 39.15   

III 3 37.44 38,28 0,88 

 4 39.20   

 5 37.40   
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donde se evidenciaron significaciones puntuales que están asociadas a la variabilidad de los 

métodos analíticos fundamentalmente. 

Tabla 24: Resultados de la estabilidad del lote I 

LPC/ PL totales: Concentración relativa de lisofosfatidilcolina con respecto a fosfolípidos totales 

PC/PL totales: Concentración relativa de fosfatidilcolina con respecto a fosfolípidos totales 

DPPC/ PL totales: Concentración relativa de dipalmitoilfosfatidilcolina con respecto a fosfolípidos totales 

LPC/ PL totales: Concentración relativa de lisofosfatidilcolina con respecto a fosfolípidos totales 

PC/PL totales: Concentración relativa de fosfatidilcolina con respecto a fosfolípidos totales 

DPPC/ PL totales: Concentración relativa de dipalmitoilfosfatidilcolina con respecto a fosfolípidos totales 

Indicadores de 

estabilidad 

Frecuencia de evaluación (meses)

to 12 18 24

Fosfolípidos totales 24,96 ± 0,58 25,03 ± 0,23 24,82 ± 0,35 24,91 ±0,28 

LPC/ PL totales 3,38 ±0,51 3,46 ± 0,29 3,55 ±0,24 3,81 ±0,54 

PC/PL totales 44,40 ± 3,83 44,22 ± 1,53 44,58 ± 1,24 43,10 ±3,07 

DPPC/ PL totales 36,72 ± 1,08 35,40 ± 1,14 35,21 ±2,82 33,44 ± 2,08 ** 

p<0,05 (95 %) Significativo PL totales: Concentración de fosfolípidos totales 

Tabla 25: Resultados de la estabilidad del lote II
Indicadores de 

estabilidad 

Frecuencia de evaluación (meses)

to 12 18 24

Fosfolípidos totales 25,10 ± 0,89 24,94 ±0,23 24,71 ±0,40 24,98 ±0,40 

LPC/ PL totales 2,18 ±0,20 2,33 ± 0,48 2,41 ±0,44 2,95 ± 0,14 ** 

PC/PL totales 38,50 ± 1,94 37,35 ± 2,74 37,50 ± 2,28 37,10 ± 1,58 

DPPC/ PL totales 39,27 ± 3,03 38,45 ± 4,96 39,10 ±4,38 38,09 ±2,74 

**; p<0,05 (95 %) Significativo PL totales: Concentración de fosfolípidos totales 
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PC/PL totales: Concentración relativa de fosfatidilcolina con respecto a fosfolípidos totales 

DPPC/ PL totales: Concentración relativa de dipalmitoilfosfatidilcolina con respecto a fosfolípidos totales 

Una vez caracterizados los tres lotes de MRI, obtenidos por la metodología propuesta, se 

establecieron indicadores de calidad para este producto, lo que permitirá la evaluación de los futuros 

lotes. 

Indicadores de calidad del MRI de fosfolípidos para fines analíticos: 

Descripción: liofilizado de color blanco hueso, dispensado en frascos de 2 mL, sellado a vacío. 

Conservación: Temperatura de refrigeración (2 a 4 2C). 

Características bioquímicas: 

Fosfolípidos totales..................... 25 mg ± 5 % 

Lisofosfatidilcolina/ PL .....................  < 5 % 

Esfingomielina/ PL .............................. > 10 % 

Fosfatidilcolina/ PL .......................... > 30 % 

Fosfatidilcolina disaturada/ PL ..........> 30 % 

Límite microbiano ..............................Libre de microorganismos patógenos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 26: Resultados de la estabilidad del lote III 
 

Indicadores de 

estabilidad 

Frecuencia de evaluación (meses) 

to 12 18 24 

Fosfolípidos totales 24,78 ± 0,41 24,55 ± 0,23 24,71 ± 0,36 24,83 ±0,49 * 

LPC/ PL totales 3,85 ± 1,16 3,91 ±0,27 4,05 ±0,10 4,13 ±0,08 

PC/PL totales 41,22 ±2,83 41,35 ± 1,06 41,13 ± 1,45 40,82 ±0,10 

DPPC/ PL totales 38,28 ±0,88 38,12 ± 1,91 37,72 ±1,71 36,93 ± 3,20 

*: p<0,1 (90 %) Significativo PL totales: Concentración de fosfolípidos totales 

LPC/ PL totales: Concentración relativa de lisofosfatidilcolina con respecto a fosfolípidos totales 
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3.2.3- Elaboración y caracterización del MRIB 

3.2.3.1- Obtención de los lotes de MRIB 

El diseño del flujo para la obtención del MRIB (Figura 16) tuvo como elemento 

indispensable la obtención de una matriz fosfolipídica donde el elemento mayoritario fuera la 

DPPC (> 40 %), por lo que fue necesario definir los parámetros adecuados de las operaciones 

(trituración, lixiviación y centrifugaciones), como pasos iniciales para la extracción de los 

componentes de interés. 

A diferencia del flujo para la obtención del MRI anterior donde se procedía a una trituración 

completa del material, en este se realiza la trituración del material mediante molido, garantizando 

la extracción mínima de fosfolípidos de membrana en el paso de lixiviación. Igualmente fue 

necesario realizar modificaciones en la centrifugación, que en este caso conllevó a cambio del tipo 

de centrífuga (Centrífuga de discos) y a la introducción de dos etapas de centrifugación en 

diferentes condiciones: 1era Centrifugación para la eliminación de la mayor contaminación de 

residuos sanguíneos y debris celular, y la 2da Centrifugación con la finalidad de concentrar los 

fosfolípidos. 

Los resultados de los rendimientos de fosfolípidos totales de las 10 corridas en la etapa de 

lixiviación (Tabla 27) demostraron consistencia en la operación. Por otra parte, los buenos 

rendimientos a pesar de que el tiempo de lixiviación es corto (1 h), se debe a que el surfactante 

pulmonar es una sustancia que se excreta al espacio alveolar después de ser producida en los 

neumocitos tipo II (Clements y Avery, 1998; Haller y col., 1998), por lo que el surfactante atraviesa 

la pared celular y migra con facilidad al medio acuoso salino. 

 

Los resultados de los rendimientos de las 10 corridas en la etapa de centrifugación 1 (Tabla 28) 

demostraron una variabilidad aceptable en esta operación crítica, responsable de la purificación 

primaria del extracto acuoso inicial favorecido con el tiempo de descarga cada 20 minutos, lo que 

demostró su consistencia.

Tabla 27: Rendimientos de fosfolípidos totales de la etapa de lixiviación

Corrida 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 X 

Rend. 16,5 14,7 12,6 16,4 16,2 16,0 13,6 17,6 19,4 15,8 
15,89 ± 

1,93 
Rend: Rendimiento de fosfolípidos totales (g/kg de pulmón) 
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Figura 16: Tecnología de obtención del Material de Referencia Interno Biológico (MRIB) 



Por otra parte, los resultados de las 10 corridas de la centrifugación 2 (Tabla 29) ratificó resultados 

históricos en la producción de SURFACEN que demuestran que esta es la etapa donde ocurren 

las mayores pérdidas en el proceso. 

El resto de las operaciones evidenciaron rendimientos aceptables comparables con los 

obtenidos históricamente en la producción de surfactantes. Estas etapas no involucran perdidas 

considerables de producto y permiten la purificación de la matriz y la eliminación de contaminantes 

como grasas, lípidos neutros y proteínas sanguíneas. 

Una vez establecida la tecnología de obtención del candidato a MRIB (Figura 16), se 

procedió a la elaboración de, al menos, dos lotes con vistas a demostrar la reproducibilidad del 

proceso. 

3.2.3.2- Caracterización del MRIB candidato 

La caracterización de este MRIB conllevó a la determinación de un conjunto de 

indicadores imprescindibles para evaluar la consistencia del proceso de obtención, así como la 

determinación de la propiedad de interés (actividad surfactante en el modelo de gazapos 

inmaduros). 

Los resultados de la caracterización (Tabla 30) demuestran una mayor similitud cualitativa 

y cuantitativa entre este MRIB y el SURFACEN, aunque debe señalarse que se obtuvo una 

diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) en los niveles de LPC entre los lotes de MRIB, y 

entre el lote 1 de MRIB y el SURFACEN. Estos resultados aunque no afectaron la actividad 

biológica, son importantes tenerlos en cuenta en los estudios de estabilidad de este MRIB, puesto 

que está demostrado su efecto tóxico a dosis superiores a los 10 mg/ Kg de peso por provocar la 

inactivación del surfactante y aumentar la  
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Tabla 28: Rendimientos de fosfolípidos totales de la etapa de Centrifugación 1

Corrida 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10

Rend. 

(%) 

67,0 72,7 81,2 81,6 54,5 69,8 74,4 62,1 79,9 82,1 72,5 ± 9,3 

Tabla 29: Rendimientos de fosfolípidos totales de la etapa de Centrifugación 2

Corrida 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Rend. 

(%) 

5,7 5,7 5,9 6,2 8,0 8,5 3,8 4,0 3,5 3,8 5,5 ± 1,8 
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permeabilidad pulmonar, por lo que este es un producto de degradación poco deseado en las 

preparaciones de surfactantes pulmonares (Travieso y Fraga, 2002). 

Tabla 30: Caracterización bioquímica del MRIB 

 

Evaluación de la propiedad de interés (actividad biológica). 

La evaluación de la propiedad de interés se realizó tomando aleatoriamente tres muestras de cada 

lote a las que se les midió la actividad biológica por el Método de Gazapos inmaduros en diferentes 

gazapos de diferentes conejas, para lograr la mayor variabilidad de las condiciones de los ensayos en 

nuestras condiciones prácticas posibles, para obtener resultados preliminares que indiquen la 

posibilidad real de uso de este MRIB como control positivo de este método biológico. 

Los resultados (Figuras 17 y 18) muestran que los fetos tratados con el MRIB tienen un 

comportamiento superior al control. Esto se aprecia por la disminución de la presión de apertura de 

los pulmones, o sea, de la presión necesaria para el inicio de la entrada de aire al pulmón. La 

diferencia entre los tratados y los controles se debe a que en estos últimos hay una resistencia a la 

expansión debido a una alta tensión superficial entre el aire y la película del fluido que revisten los 

alvéolos. 

Los controles no logran llegar a expandir los pulmones, mientras que los grupos de animales tratados 

si lo consiguen. La capacidad del MRIB de disminuir la tensión superficial y de permitir la entrada de 

aire a los pulmones durante la inflación se muestra cuando se alcanzan elevados volúmenes a una 

presión de 25 cm de agua. 

Se plantea que este volumen máximo (Vmáx) de expansión en los animales tratados puede llegar a ser 

dos y medias veces el del control, por lo que se aceptan valores de Vmáx mayores de 30 mL/ Kg para 

fetos tratados contra valores de Vmáx = 0,4 para los controles (Jobe, 1993). Los resultados de los dos 

lotes de MRIB (Tabla 31) demuestran una buena actividad surfactante. 

 

 

 

 

No. Propiedad (%) LOTE 1 LOTE 2 SURFACEN 

1 Fosfatidilcolina/ PL totales 66,59- 69,03 61,36- 63,42 65,00 - 71,40 

2 Lisofosfatidilcolina/ PL totales 2,65- 4,29 0,46-1,28 0,6- 1,5 

3 Dipalmitoilfosfatidilcolina/PL 

totales 

51,43-57, 19 48,55 -51,09 44,3- 46,8 

4 Proteínas/ PL totales 0,59- 0,63 0,77- 0,79 0,5- 1,3 
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Figura 18: Curva Presión- Volumen en conejos prematuros del lote 2 

Estos resultados son similares a los informados para el SURFACEN y superiores a otros publicados 

para surfactantes como SURVANTA y EXOSURF, en los que es necesario 

Tabla 31: Indicadores de la actividad surfactante de los lotes de MRIB

PARAMETRO INDICADOR LOTE I LOTE II

Vmáx (mL/ kg) >30 98,6 76,37

V5 (mL/ kg) >0.4 0,56 0,61

Vmáx: Volumen máximo que avanza el agua en la pipeta, dividido entre el peso en gramos 
del gazapo y multiplicando por 1000, corresponde al volumen expandido por kg de peso 

V5: Relación entre el volumen a presión 5 cm de agua durante la defíacción y el volumen máximo que 

avanza el agua en las pipetas 

Figura 17: Curva Presión- Volumen en conejos prematuros del lote 1 
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elevar la presión hasta 30 cm de agua para alcanzar valores de volúmenes máximos de expansión 

similares a los obtenidos con este candidato a MRIB. 

La relación entre el volumen a los 5 cm de agua durante la deflación y el volumen alcanzado a la 

presión máxima refleja la estabilidad del pulmón durante la deflacción. Se plantea que en los 

surfactantes de elevada calidad esta relación debe ser mayor de 0,4 mL/ Kg (Notter y Shapiro, 1989). 

Los valores alcanzados por el producto objeto de análisis, en ambos lotes, indican una buena estabilidad 

pulmonar durante la deflacción. 

CONCLUSIONES PARCIALES: 

• Se seleccionó el pulmón de conejo, como fuente más factible técnica y económicamente, por

presentar los componentes de interés, tener más rendimiento, ser más fácil su adquisición, y

gastar menos volúmenes de solventes orgánicos para su procesamiento.

• Se estableció un procedimiento para la obtención del Material de Referencia Interno de

fosfolípidos, logrando reproducir tres lotes que cumplen los requisitos exigidos para este tipo de

producto con fines analíticos.

• Se logró un procedimiento para la obtención del Material de Referencia Interno biológico (MRIB)

de fosfolípidos, logrando reproducir dos lotes que mostraron una actividad surfactante similar en

el modelo estudiado, siendo estos resultados preliminares promisorios para la obtención de un

MRIB nuevo para control interno de este ensayo.
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El estudio de evaluación económica de una investigación es fundamental ya que proporciona 

elementos sobre la factibilidad de la misma, lo que constituye un elemento decisivo al valorar las 

nuevas tecnologías (Ciño y De Armas, 1996). 

Es por ello que el conocimiento de los costos y de los beneficios vinculados a los proyectos de 

investigación, y un manejo adecuado de la información y de los datos económicos, permitirán 

desarrollar una planificación efectiva de las tareas investigativas, el control de los recursos 

invertidos y determinar el resultado económico esperado por la innovación tecnológica que se 

desee introducir. 

Se impone, en el presente trabajo, la necesidad de realizar una evaluación económica preliminar 

para la selección de la alternativa más factible técnica y económicamente, por lo que 

estableceremos una comparación económica entre el costo de producción de los lotes de MRI a 

escala de laboratorio, y el costo de adquisición de un juego de patrones comerciales de la casa 

SIGMA; igualmente se comparará la factibilidad entre el método de CCD y el nuevo sistema de 

análisis de fosfolípidos por CLAR, este segundo como método alternativo más simple y rápido 

entre otras ventajas. Por último, debido a que no existe en el mercado disponibilidad de MRC para 

el método biológico de evaluación de actividad surfactante, se propone la obtención del MRIB 

como alternativa al desvío de medicamento surfactante que tiene, además de altos costos, una 

demanda importante e insatisfecha para salvar vidas de neonatos en Cuba. 

4.1- Costo de producción de un lote de MRI de fosfolípidos (265 bulbos) 

Teniendo en cuenta que el laboratorio en el que se realizó la elaboración de los lotes de MRI 

presenta la infraestructura y equipamiento necesario para llevar a cabo la ejecución de la misma, 

el cual tiene implantado las Buenas Prácticas de Laboratorio, y los equipos necesarios están 

disponibles, por lo que no fue necesario realizar ninguna inversión previa. Haciendo esta 

aclaración es necesario, entonces, ejecutar el análisis económico de la tecnología propuesta, con 

vistas a comparar la posibilidad de obtener este MRI en el laboratorio con la alternativa posible 

que resulta en comprar MRC de la SIGMA, que es la firma que lo oferta de la calidad requerida, y 

a un precio más barato. El costo de adquisición de estos MRC al precio real de venta (740,20 USD 

por cada juego de patrones puros). 
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Se considera que el costo de producción de un lote estándar (265 bulbos) es de 512,96 pesos y 

154,15 USD como se aprecia en la Tabla 32. De este material de referencia 24 bulbos equivalen a 

un juego comercial. 

En los anexos (2-13), se muestran todos los insumos, fuerza de trabajo (salarios), y explotación de 

los equipos requeridos para la producción de un lote representativo. 

Se ejecutó una comparación entre el costo de producción de 24 bulbos de MRI, que es el 

equivalente a un juego de MRC, con el costo de la adquisición de MRC puros de la SIGMA, lo que 

demostró que la obtención de este MRI en el laboratorio es más factible económicamente porque 

involucra un ahorro de 648, 55 USD por cada juego comercial que se evite comprar. 

No fue posible el cálculo de otros indicadores económicos como el TIR y el VAN, ya que no se tiene 

previsto la venta de este MRI, ya que su producción se realizó sólo para uso interno del laboratorio 

de control de calidad, por lo que no se pueden estimar los posibles precios de venta, entre otros 

datos imprescindibles para conocer los mismos. 

La factibilidad técnica y económica del candidato a MRIB está avalada por la demostración del 

posible uso para estos fines por la excelente actividad demostrada en el modelo y método para el 

cual se diseñó, y a la falta de disponibilidad en el mercado de un MRC para evaluar este tipo de 

actividad farmacológica. La alternativa, en estos casos, es la toma de un lote del producto 

farmacéutico, previamente caracterizado y demostrado su actividad y su

Tabla 32: Costo de producción de un lote representativo de MRI

Elemento Moneda nacional USD

265 bulbos 24 bulbos 265 bulbos 24 bulbos 

Materias primas y materiales - - 68,72 6,22 

Energía 108,94 10,28 - - 

Aseguramiento de la calidad 146,16 146,16 85,42 85,42 

Servicios externos 17,11 17,11 - - 

Salarios 152,96 13,85 - - 

Costos directos 325,18 187,41 154,15 91,65 

Costos indirectos 187,78 17,72 - - 

Costos de producción 512,96 205,12 154,15 91,65 
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comportamiento en el modelo, con una n definida estadísticamente, variante que en este caso 

particular es impracticable. 

Con respecto al análisis de factibilidad del nuevo sistema de análisis de fosfolípidos por CLAR, en la 

Tabla 33 se detallan ventajas de este método que avalan su superioridad y lo hacen atractivo para 

los ensayos de rutina. 

Tabla 33: Resultados que evidencian la factibilidad del método de CLAR con respecto 

Además del impacto económico de las tecnologías y del nuevo sistema analítico propuestos, 

debemos añadir que aunque los procesos de validación de los métodos de ensayos son costosos 

(costos de prevención), estos van a disminuir los costos de fallos, ya que al tener los ensayos bajo 

control, es decir, los indicadores de calidad de los mismos bien establecidos, el analista puede 

decidir si el ensayo cumple con sus criterios técnicos, por lo que se evitan las repruebas 

innecesarias que multiplican los costos de calidad, así como el rechazo de productos aptos o la 

liberación de productos no conformes. De esta manera la validación de los ensayos permite la 

disminución de los costos totales de calidad. 

Estos estudios contribuyen, además, a la aceptación del producto al aumentar la confianza que se 

le brinda al cliente; a la disminución de las quejas y reclamaciones por no 

al método de CCD
PARAMETRO DESVENTAJAS CCD VENTAJAS HPLC

Tiempo de análisis 3 días 8 h 
Gasto de reactivos Normal Normal 

Contaminación de muestras Muy probable Poco probable 

Complejidad del método Muy complejo (aplicación, raspado, tto 
y cuantificación espectrofotométrica) 

Simple 
(Pretratamiento y 
aplicación) 

Precisión Gran variabilidad por factores 
ambientales 

Precisión adecuada 

Uso de sistemas auxiliares Agua No 
Uso de otros equipos Baño de María Plancha de 

calentamiento Espectrofotómetro 
Centrífuga Refrigerada 

Sonicador 

Uso de servicios internos Fregado (Uso de gran cantidad de 
cristalería que debe ser tratada)) 

No 

Medio ambiente Sistema abierto que conlleva a la 
manipulación de sustancias tóxicas por 
inhalación como el cloroformo, l2, etc. 

Sistema cerrado donde 
se sustituyen estos por 
otros menos tóxicos 
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cumplimiento de las especificaciones; y coadyuvan al acatamiento de las regulaciones 

internacionales que facilitan los trámites de registro y comercialización. 
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Los resultados del presente trabajo están encaminados a establecer elementos que posibilitan el 

control interno de los ensayos de evaluación de un medicamento con requisitos similares a los de 

un inyectable, por lo que es obligatorio que estos ofrezcan resultados confiables que permitan la 

liberación de un producto estable, seguro y efectivo. 

Se abordó el control interno, mediante el establecimiento de indicadores de calidad de los ensayos 

obtenidos mediante procesos de validaciones prospectivas y retrospectivas (Fernández, 1996), que 

serán chequeados día a día, para determinar la conformidad técnica de los ensayos, así como el 

empleo de Materiales de Referencia Internos para métodos bioquímicos (MRI) y biológico (MRIB), 

caracterizados y contrastados contra patrones puros de cada uno de los componentes 

fosfolipídicos, que evaluará, en el caso del MRI de fosfolípidos, la exactitud y precisión diaria de los 

métodos, y en el caso del MRIB se utilizará como control positivo en el ensayo de evaluación de la 

actividad biológica en gazapos inmaduros, coincidiendo con Ohman (1997) al expresar que estos 

controles internos dependen del tipo de método de ensayo, y con Griepink (1990) quien señalaba el 

importante papel de estos materiales de control en la verificación de la trazabilidad de la calibración, 

verificación de la exactitud y control de la calidad diaria a través del uso del control estadístico. 

La tecnología diseñada para la elaboración del MRI de fosfolípidos, a partir de pulmones de 

conejos, permitió la obtención de un producto cuya composición bioquímica cualitativa es similar a 

la del resto de los surfactantes naturales (Fujiwara y col., 1982; Robertson y Curstedt, 1988; 

Manzanares y col., 1997), diferenciado fundamentalmente en la ausencia del fosfatidilglicerol, y en 

las proporciones de los diferentes componentes, lo cual posibilita que este MRI pueda ser utilizado 

en el control interno de los ensayos de evaluación del surfactante pulmonar natural SURFACEN. 

El MRI se obtuvo mediante el procesamiento de pulmones enteros (Fujiwara y col., 1982; Robertson 

y Curstedt, 1988) lo que explica un contenido relativamente superior de fosfolípidos de membrana 

como la esfingomielina, la fosfatidilserina, el fosfatidilinositol, y la fosfatidiletanolamina, con respecto 

a los surfactantes obtenidos de lavado pulmonar (Manzanares y col., 1997), en los cuales estos 

metabolitos están disminuidos para dar una concentración relativa de dipalmitoilfosfatidilcolina 

(DPPC) mayor, y por consiguiente una alta actividad tensoactiva. Además el MRI presenta un alto 

contenido de lípidos neutros que 
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corren con el frente del solvente en el método de CCD, los cuales también inhiben su actividad 

biofísica (Wang y col., 1995). 

Durante el proceso de obtención del MRI se monitorearon las concentraciones de fosfolípidos 

totales (Zilversmith, 1950) en las diferentes etapas para realizar los ajustes de concentraciones en 

las operaciones críticas y garantizar la reproducibilidad del mismo. 

Debemos señalar que en la literatura especializada consultada no existen referencias del estudio de 

órganos (pulmón y placenta) de esta especie, lo que amplia el conocimiento existente sobre estos 

compuestos y su distribución en los diferentes órganos. Además, este trabajo nos permitió 

corroborar el supuesto previsto a partir de lo expresado por Cockshutt y Possmayer (1992) y 

Daniels y col. (1995) acerca de que las características fundamentales de la composición bioquímica 

del surfactante pulmonar están altamente conservadas en diferentes especies (hombre, cerdo, rata, 

oveja, pollo) y que difieren de la composición bioquímica de otros órganos; al demostrar, con los 

resultados obtenidos que la composición cualitativa de los órganos estudiados es similar a la del 

pulmón porcino, diferenciándose en los resultados cuantitativos. Es importante apuntar que los 

métodos de extracción y purificación son fundamentales puesto que en este caso, al partir de 

homogenato de los órganos seguido de lixiviación y extracciones sucesivas, se obtienen un número 

de compuestos mayores, incluso compuestos aún no identificados, que los obtenidos en el 

SURFACEN que es obtenido de lavado pulmonar, por lo que supuestos compuestos minoritarios del 

surfactante pulmonar del conejo, no se encuentran en cantidades cuantificables, tal es el caso del 

fosfatidilglicerol (PG). La ausencia del PG en el MRI abre nuevas perspectivas de investigación, 

teniendo en cuenta la importancia que en los últimos años se le ha conferido a este compuesto en 

la maduración fetal pulmonar, y en su función de facilitar la rápida adsorción y distribución de la 

DPPC en la interfase aire- líquido donde realiza su función (Lopatko y col., 1998). 

Por otra parte, la práctica más común para la elaboración de un MRIB en la industria farmacéutica, 

es el empleo de un lote de producto obtenido en las condiciones óptimas y que ha sido 

caracterizado en el modelo biológico, y se conoce su homogeneidad y estabilidad. 

En nuestro caso, sin embargo, la poca disponibilidad del medicamento, conllevó, a explorar nuevas 

vías y fuentes alternativas para la obtención de una matriz de fosfolípidos activas en el modelo de 

gazapos inmaduros. 
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El tamaño del órgano seleccionado (pulmón de conejo), fue a su vez otra limitación para la 

utilización del procedimiento convencional de lavado pulmonar utilizado para la obtención del 

SURFACEN (Manzanares y col., 1997), por lo que fue necesario buscar la mejor variante para 

realizar la lixiviación del material de partida, identificándose este como un punto crítico para la 

obtención de la matriz requerida que presentara el mínimo de contaminantes lipídicos y proteicos 

internos de las membranas y propiciar la extracción sólo de los componentes del surfactante 

pulmonar. Este procedimiento inevitablemente involucra la presencia de componentes sanguíneos, 

por lo que el proceso de purificación posterior es más riguroso que la metodología convencional 

(Manzanares y col., 1997), conllevando etapas de centrifugación, extracciones líquido- líquido, y 

precipitación (Díaz, 1999). 

La caracterización ideal de este candidato a MRIB debería ser a través del uso de un método 

específico (estudio interlaboratorios) que permite obtener sólo valores propios al método específico 

evaluado (NC-ISO Guías 34 y 35, 1998), pero en nuestras condiciones resulta impracticable, en 

estos momentos, por la no posibilidad de ejecución de este método biológico en otros laboratorios 

del país, y la necesidad de recurrir entonces a un estudio interlaboratorios internacional, por lo que 

se utilizó otra variante técnicamente válida sugerida en esta referencia, que consistió en el empleo 

de un método único definitivo, por duplicado, por una organización única (NC-ISO Guía 34, 1998). 

La caracterización bioquímica de los dos lotes candidatos a MRIB producidos, a diferencia de la 

caracterización del MRI, sólo conllevó la medición de aquellos compuestos o grupo de compuestos 

que están relacionados o coadyuvan a la actividad, y la propiedad de interés en este caso evaluada 

fue la actividad biológica en el modelo para el cual está previsto su uso, siguiendo recomendaciones 

de la NC-ISO Guía 34 que brinda varias propuestas para la caracterización de Materiales de 

Referencia, y la ISO 10993 que en su parte 12 regula la preparación de muestras y materiales de 

referencias para pruebas biológicas de dispositivos médicos, los cuales consideramos pueden ser 

tomados en cuenta en nuestro campo (ISO 10993-12, 2002). 

El uso único propuesto para este MRIB es como material de control (positivo) para demostrar la 

capacidad del método biológico de gazapos inmaduros de rendir una respuesta reproducible, no se 

recomienda para otras pruebas que midan este tipo de actividad en los que este candidato a MRIB 

no se ha caracterizado. 
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Por otra parte, coincidimos con Rodríguez y col. (2003) que señala la necesidad de búsqueda de 

métodos analíticos simples, rápidos, poco costosos, confiables y validados, como un objetivo 

fundamental de un laboratorio de control de calidad. En este sentido la nueva propuesta analítica 

para la separación y cuantificación de fosfolípidos por CLAR, pretende introducir una tecnología 

más ventajosa técnica y prácticamente. A pesar de que el análisis de estos compuestos por 

CLAR se lleva a cabo desde hace más de dos décadas, aún no es la tecnología más utilizada en 

el control de calidad de medicamentos surfactantes pulmonares. En este campo se ha publicado 

el uso de un sistema que permite la separación y cuantificación de la DPPC y el ácido palmítico, 

que representan el principio activo y un producto de degradación de este tipo de medicamento 

(Gross y col., 2000), e igualmente desde hace algunos años, evaluadores de surfactantes 

informaron un nuevo sistema de análisis de los principios activos (fosfatidilcolina y su fracción 

disaturada) de un surfactante pulmonar (Scarim y col., 1989). 

La separación de fosfolípidos por CLAR se ha dividido en dependencia de los detectores 

empleados, los cuales han constituido la principal limitante para el logro de sistemas efectivos. 

Dentro de estos tipos de detectores los más utilizados son los espectrofotométricos a bajas 

longitudes de onda en la región ultravioleta (200- 206 nm) con desventajas para la selección de 

los solventes transparentes; los de dispersión y refracción de luz; así como los detectores de 

masa que constituyen los más reconocidos universalmente para este tipo de separación. Esta 

situación, unida a la complejidad de las muestras que generalmente están formado por mezclas 

de fosfolípidos con propiedades físico- químicas similares, dificulta la estandarización de los 

sistemas analíticos, aunque una vez logrado el sistema de separación y cuantificación óptimo las 

ventajas de esta tecnología son muy superiores con respecto a otros sistemas cromatográficos 

(Christie, 1992). 

Con respecto a los métodos analíticos que se utilizan en el control de la calidad del SURFACEN, y 

que de hecho, fueron utilizados para la caracterización de este MRI, sus validaciones permitieron 

un mayor conocimiento de los indicadores de calidad de dichos ensayos, para lo cual se partió de 

lo recomendado por la USP XXIV (2000) para cada una de las categorías de métodos analíticos. 

La validación de estos ensayos permitió tener elementos para demostrar la consistencia de los 

resultados obtenidos por la ejecución de los mismos, reduciendo la variabilidad de las 

determinaciones y las repeticiones innecesarias (repruebas). Por otra parte, está demostrado que 

aunque la ejecución de las validaciones son procesos costosos, a corto 
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plazo (costos de prevención), los mismos van a redundar en una disminución de los costos de 

fallos, a largo plazo, por concepto de reanálisis y de rechazo de productos aptos, lo que se traduce 

en una disminución de los costos totales de calidad (Alba y Mitjans, 1998) y en una garantía para el 

producto. 

El cumplimiento de los requisitos de validación para cada tipo de método, proporciona un alto grado 

de confianza y seguridad del método analítico; así como en la calidad de los resultados; un aumento 

de la productividad; disminución de los rechazos; de los costos; y se logra, además, un mayor 

conocimiento e identificación del personal con en método analítico (Fernández, 1996). 

El uso del MRI para el control interno de los ensayos de cuantificación de fosfolípidos totales 

(Zilversmith, 1950) y fosfolípidos disaturados (Mason y col., 1976), permitirá chequear la variabilidad 

de los resultados que se obtengan lote a lote, mediante el análisis de los rangos críticos (CR) 

obtenidos de las validaciones de estos ensayos, como vía de eliminar la incertidumbre de la 

influencia de las muestras de producto objetos de evaluación, en la precisión de los resultados (ISO 

5725-3, 1994). Por otra parte, al demostrarse la linealidad de ambos ensayos en el rango de 

trabajo, permite disminuir los niveles de concentraciones de la curva de calibración, para los 

ensayos de rutina (tres niveles con tres réplicas), lo que trae consigo una disminución de los costos 

de calidad de estos ensayos. Ambos criterios (precisión y linealidad) son indicadores primarios 

utilizados por los analistas, día a día, para establecer la conformidad técnica de cada ejecución del 

método analítico, por lo que asegura la calidad analítica, y permite discriminar la conformidad o no 

del producto evaluado con mayor certeza. 

La utilización del MRI para el control interno del ensayo de CCD, tendrá un gran valor desde el 

punto de vista cualitativo, ya que permitirá identificar, lote a lote, cada uno de los fosfolípidos 

fundamentales (principios activos y producto de degradación) presentes, mediante la comparación 

de los perfiles cromatográficos del medicamento con el MRI; así mismo permitirá chequear la 

variabilidad de los resultados. 

El establecimiento de este tipo de control posibilita monitorear la consistencia de las mediciones día 

a día, con la presencia del MRI como indicador de la verdad o del valor real, permitiendo corregir 

errores que se pudieran presentar y tomar decisiones antes de emitir los resultados. 
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Una vez que se cuenta con la metodología analítica fundamental de evaluación de este importante 

medicamento validada; y con Materiales de Referencia Internos para el control interno de estos 

ensayos de evaluación, estamos en un estadio superior del control del producto, ya que existe un 

mayor conocimiento de las debilidades y fortalezas de dichos ensayos lo que permite al analista 

influir positivamente sobre los puntos críticos (Virlichie y Ayade, 1995) que pudieran afectar los 

resultados. Además, permite cumplir con lo recomendado por las Buenas Prácticas de Laboratorio 

(Regulación 37, 2004). 

Con los resultados de este trabajo están creadas las bases para materializar los controles internos 

de estos ensayos, para lo cual era necesario, primeramente, contar con todas las medidas 

organizativas y de aseguramiento de la calidad que recomiendan estas normas, tener las técnicas 

validadas, y contar con muestras controles y/o materiales de referencias para evaluar la exactitud y 

la precisión día a día, a través de los gráficos controles que permitirán detectar tendencias de los 

resultados, es decir, cercanía o no del valor real (exactitud), o la variabilidad de los resultados 

alrededor de la media (precisión) (Alvar, 1989). Estos gráficos permitirán monitorear la estabilidad 

de dichos procedimientos. 

La factibilidad económica de la tecnología es un criterio importante a tener en cuenta para evaluar la 

validez de la misma (Ciño y De Armas, 1996), la cual fue demostrada mediante un estudio de 

comparación entre la variante de obtención del MRI en el laboratorio, y la variante alternativa, 

relacionada con la compra de MRC comerciales, resultados que evidenciaron las ventajas 

económicas de nuestra propuesta. Esto unido a la factibilidad técnica comprobada mediante la 

contrastación de los lotes de MRI obtenidos contra los MRC puros, aseguran la obtención de un 

producto que proporcionará grandes ventajas desde el punto de vista analítico, a la vez, que ofrece 

la confianza requerida a los clientes. 

La evaluación externa, como aspecto fundamental de la calidad analítica, es una meta futura 

prevista, por la seguridad que ofrece la comparación de los resultados mediante estudios 

interlaboratorios, pero no todos los laboratorios tienen las posibilidades reales de participar en este 

tipo de confrontación, de ahí la necesidad de utilizar en el control interno de los ensayos, materiales 

de control que han sido previamente contrastados contra MRC (Iyengar y Wolf, 1997), permitiendo 

de una forma indirecta la evaluación externa de los métodos de ensayos. 
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■  Se demostró que los métodos analíticos utilizados para la caracterización de los MRI, 

cumplen con los indicadores establecidos para los fines previstos, por lo que 

garantiza la obtención de resultados confiables. 

■ Se logró un nuevo sistema de análisis de fosfolípidos por Cromatografía Líquida de 

Alta Resolución más rápido y sencillo que el método de Cromatografía de Capa 

Delgada convencional. 

■  Se obtuvo una fuente alternativa de fosfolípidos (pulmón de conejos), factible técnica 

y económicamente por presentar los componentes de interés, tener mayor 

rendimiento, ser más disponible y gastar menos volúmenes de solventes orgánicos 

para su procesamiento. 

■ Se obtuvieron dos tecnologías consistentes para la obtención de Materiales de 

Referencia Internos para control de los métodos bioquímicos y biológico de control 

de calidad del SURFACEN, demostrado a través de los lotes caracterizados.
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■ Culminar los estudios de estabilidad y la caracterización del MRIB con la evaluación 

externa mediante estudios colaborativos. 

■ Comprobar de forma comparativa el sistema analítico propuesto por CLAR con el de 

CCD con, al menos, muestras de tres lotes de SURFACEN. 

■ Continuar la introducción de los resultados de las validaciones, los MRI y MRIB en el 

control de calidad del producto.
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ANEXO 1

 

 

Análisis estadísticos de los resultados de las validaciones de los métodos analíticos 
Procesamiento estadístico de los resultados obtenidos en el ensayo de precisión en el método de 
cuantificación de fosfolípidos totales. 



 

 

Analys is of Var iance Procedure  

Class level Information  

Class Levels  Values 
Operador    2    1   2  

Number of observat ions in data set = 56  

 

R-Square CV Root MSE                    CONC Mean 

0.001606       11.34081       0.476091                    4.19803571 

Source DF AnovaSS          Mean Square       F Value Pr >F 
Operador  1 0.01968750       0.01968750    0,09 0,7693 

Duncan ‘s Mult ip le Range Test for var iable: CONC 

 

 

 

 

 

 

  Depent Var iable: CONC    

Source  DF  Sum of           Mean  F Value  Pr > F  
  Squares          Squares    

Model  1 0,01968750       0,01968750  0.09  0.7693  
Error  54  12.23979643     0.22666290    

Corrected Total  55  12.25948393    

Duncan Grouping  M can  N  React ivo  
A  4.217  28  2 
A     

A  4.179  28  1 



 

 

Analys is of Var iance Procedure  

Class level Information  

Class     Levels Values 
Equipo        2      1   2  

Number of observat ions in data set = 56  

 

Duncan ‘s Mult ip le Range Test for var iable: CONC 

 

 

 

 

 

 

Duncan Grouping  M can  N  Equ ipo  
A  4.475  28  2 
A ...  .     

A  4.217  28  1 



 

 

Analys is of Var iance Procedure  

Class level Information  

Class      Levels Values 
React ivo       2     1    2  

Number of observat ions in data set = 56  

 

Source DF AnovaSS          Mean Square     F Value Pr >F 
React ivo  1 0.17494464        0 .17494464        0,74 0.3930 

Duncan ‘s Mult ip le Range Test for var iable: CONC 

Depent Var iable: CONC 
Source  DF  Sum of  Mean F Value  Pr > F  

  Squares  Squares   

M odel  1 0,17494464  0,17494464 0 ,74  0.3930  
Error  54  12,73915357  0,23591025   

Corrected Total  55  12.91409821    

 R-Square  CV  Root MSE CONC Mean   

 0,013547  11.36772  0.485706 4.27267857   

Duncan Grouping  Mean   N  Equipo  
A  4,329   28  2  
A      

A  4,217   28  1  



Analysis of Variance Procedure

 

 

Class level Information  

Class   Levels Values 
COMB       2     1    2  

Number of observat ions in data set = 56  

 

 

 

Depent Var iable: CONC 

 



Analysis of Variance Procedure

 

 

Class level Information  

Class Levels  Values 
COMB 2 1 3  

Number of observat ions in data set = 56  

 

Duncan ‘s M ult ip le Range Test for var iable: CONC  

Duncan Grouping  Mean N COMB 
A 4.330 28 3  
A 
A 4.149 28 1



 

 

Analys is of Var iance Procedure  

Class level Information  

Class      Levels      Values  
COMB         2           2    3  

Number of observat ions in data set = 56  

 

Source DF AnovaSS Mean Square F Value  Pr >F 
COMB 1 0,31951607 0 ,31951607 1,40 0,2418 

Duncan ‘s Mult ip le Range Test for var iable: CONC 

 

 

 

Depent Var iable: CONC 
Source  DF  Sum of  Mean  F Value  Pr > F  

  Squares  SquareB    

M odel  1  0.31951607  0.31951607  1.40  0.2418  

Error  54  12.31668214  0.22808671    

Corrected Total  55  12.63619821     

 R-Square  CV  Root MSE CONC Mean   

 0.025286  11.22454  0.477584 4.25482143   

Duncan Grouping  Mean  N  COMB  
A  4.33  28  3  
A     

A  4.179  28  2 



Procesamiento estadístico de los resultados de precisión del método de
cuantificación de DPPC. 

 

 

Analys is of Var iance Procedure  

Class level Information  

Class     Levels     Values  
    DIA        2          1    2  

Number of observat ions in data set ■ 64  

 

Depent Var iable: CONC 

 



Procesamiento estadístico de los resultados de la especificidad del método de 
fosfolípidos totales. 

 

 

 

For HO: Var iances are equal, F’ a  8,66 DF= (2,2) Prob > F’* 0.2070  

Procesamiento estadístico de los resultados de la especificidad obtenidos en el método de 
cuantificación de DPPC. 

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Var iable Trab 11 Class ified by Var iable TRAT 

 

Average Scores were used for Ties  
Wilcoxon 2-Sample Tes t (Normal Approximation)  
(with Continuity Correct ion of .5)  
S- 22.0000 Z-1.01643 Prob > I zl - 0.3094 
T- Test approx. S ignificance * 0.3433  
Kruckal- WallÍB Test (Chi Square Approximation)  
CH1SQ= 1.3494 DF= 1 Prob > CHISQ=0.2454

  Sum of  Expected  Std Dev  M ean  

TRAT  N  Scores  Under HO  Under HO  Score  

1 4  22.0 18,0  3,44342023  5,50000000  

2 4  14,0  18,0  3.44342023  3.50000000  



ANEXO 2 

 

 

Fecha de entrega: _________________              Hecho por:__________________   Revisado por:_________________ 

 

 

 

MOD. 1 cINSUMOS S> Insumo Material de los Servicios Recibidos 
Centro de Costo: _________ 002 __________  Nombre del Servicio: Producción de un lote de MRT 
Código del Producto: _________ 125-97 _______  Responsable: María del Carmen Travieso 
Lote # : ___ 010300 _______  ___  _______________________________________________________________  

Descripción UM Precio Unitario Cantidad Importe 
MN USD MN USD 

Cloroformo L - 4.15 6.1083 - 25.34 
Metanol (cf) L - 4.23 3.9020 - 16.50 

Solución salina (0.9 %) L - 1.36 4.7412 - 6.45 
Etanol (p.a) L - 7.0 0.050 - 0.35 

Acetona L - 3.18 1.2600 - 4.00 
Frascos (2 mL) Unidades - 0.02856 265 - 7.56 

Tapones Unidades - 0.022886 265 - 7.65 
Retapas Unidades - 0.0033 265 - 0.87 

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

TOTAL  68.72 



 

 

Utilización de los Equipos 

ANEXO 3 
MOD. 3 <EQUIPOS S>  
División de Dirección 

Centro de Costo: 002 Nombre del Servicio: Producción de un lote de MRT 
Código del Producto: ____ 125/97 _____  _____________  Lote # :010300 
Responsable: María del Carmen Travieso       

     

Descripción Tiempo 
(horas) 

Consumo de 
electricidad 
(Kwhoras) 

Importe por 
consumo de 
electricidad 

Depreciación 
(horaria) 

Importe por 
depreciación 

Importe 
Total 

Balanza técnica 2 0.0058 0.0115 - - 0.0115 
Balanza analítica 0.5 0.0058 0.0115 - - 0.0115 

Batidora 1 0.5192 0.5192 - - 0.5192 
Centrifuga refrigerada 6 0.8250 4.9500 - - 4.9500 

Rotoevaporador 12 0.0404 0.4846 - - 0.4846 
Baño termostatado 12 0.9000 10.8000 - - 10.8000 

Freezer (-20“C) 12 0.4312 5.1750 - - 5.1750 
Flujo laminar 2 0.7500 1.5000 - - 1.5000 
Liofilizadora 30 1.7077 51.2308 - - 51.2308 

Agitador mecánico 3 0.0188 0.0562 - - 0.0562 
Estufa 12 2.8500 34.2000 - - 34.2000 

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

TOTAL      108. 9388 



ANEXO 4 

 

MOD.2 <SALARIOS S>                                                Gastos de Salarios en Servicios Recibidos 

Fecha de entrega: _________________              Hecho por:__________________   Revisado por:_________________ 

 

 

 
 

Centro de Costo: _______ 001 _____________________  Nombre del Servicio: Producción de lote de MRT 
Código del Producto: _______ 125/97 ________________  
Lote # : _______ 010300 ________________________   

Nombre Ocupación Tiempo 
(horas) 

Tarifa 
horaria 

Salario 
Básico 

Salario 
Complementario 

Seguridad 
Social 

Gastos de 
Salarios 

María del Carmen Travieso Investigador 40 1.4146 56.5840 5.1434 7.4073 69.1347 
Arsenio Betancourt Investigador 24 1.6264 39.0336 3.5482 5.1098 47.6916 

Deysi González Técnico A 12 1.3903 16.6836 1.5165 2.1840 20.3841 
Marcia Barrios Investigador 0.5 1.5163 0.7582 0.0689 0.0992 0.9264 
Valerio Fraga Especialista B 8 1.5163 12.1304 1.1026 1.5880 14.8210 

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

 
        TOTAL 

  152.9578 



ANEXO 5

Fecha de entrega:____________________   Hecho por: ______________________________        Revisado por: ______________________________  

 

 

 

MOD. 1 INSUMOS S> Insumo Material de los Servicios Recibidos 
Centro de Costo: _________ 002 ___________  Nombre del Servicio: Determinación de PC v LPC por CCD 
Código del Producto: _________ 125-97 _______  Responsable: María del Carmen Travieso 
Lote # : __ 010300 ___________   _____________________________________________________________________  

Descripción UM Precio Unitario Cantidad Importe 
MN USD MN USD 

Cloroformo (p.a) ml  0.05362 27.5  1.48 
Etanol (p.a) ml  0.007 18.5  0.13 

Trietilamina (p.a) Ml  0.08 10  0.8 
Metanol (p.a) ml  0.05 3  0.15 

Yodo sublimado g .........   0.28 1  0.28 
ANSA g  1.61 0.25  0.40 

Bisulfito de sodio (anhidro) g  0.90 15 - 13.50 
Sulfito de sodio g  0.056 3 - 0.17 

Molibdato de amonio G  0.20 2 - 0.40 
Acido perclórico ml  0.09141 52 - 0.18 

Cromatoplacas silicaqel (20 X 20) placa  2.91 1 - 2.91 
Fosfato monobásico de potasio g     0.005 

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

TOTAL  20.41 



 

 

ANEXO 6 
MOD. 3 <EQUIPOS S> Utilización de  los Equipos 
División de Dirección 
Centro de Costo: 002 Nombre del Servicio: Determinación de la concentración de fosfolípidos 
Código del Producto: ____ 125/97 _____ -_____________  Lote # :010300 
Responsable: María del Carmen Travieso ----  

Descripción Tiempo 
(horas) 

Consumo de 
electricidad 
(Kwhoras) 

Importe por 
consumo de 
electricidad 

Depreciación 
(horaria) 

Importe por 
depreciación 

Importe 
Total 

Espectrofotómetro 1 0.031 0.03    

Campana de extracción 0.5 0.02 0.01    

Agitador de tubos 0.5 0.004 0.01    

 0.75 0.13 0.10    

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

TOTAL   0.15    



ANEXO 7 

MOD. 2 <SALARIOS S> Gastos de Salarios en los Servicios Recibidos

Fecha de entrega: ___________________ Hecho por: _________________________   Revisado por: _______________________________  

 

 

 

Centro de Costo: _______ 001 ______________________  Nombre del Servicio: Ensayo de cuantificación de la DPPC 
Código del Producto: _______ 125/97 ________________  
Lote # : _______ 010300 ________________________  

Nombre Ocupación Tiempo 
(horas) 

Tarifa 
horaria 

Salario 
Básico 

Salario 
Complementario 

Seguridad 
Social 

Gastos de 
Salarios 

María del Carmen Travieso Investigador 12 0.1244 16.9752 1.5430 2.2222 20.7404 
Deysi González Técnico A 12 1.3903 16.6836 1.5165 2.1840 20.3841 

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

TOTAL   41.1245 



ANEXO 8
MOD. 1 <INSUMOS S> Insumo Material de los Servicios Recibidos

Fecha de entrega: _____________________   Hecho por: ________________________________ Revisado por: _______________________ 

 

 

 

Centro de Costo: ________ 002 __________  Nombre del Servicio: Determinación de fosfolipidos totales 
Código del Producto: ________ 125-97 ______  Responsable: María del Carmen Travieso 
Lote # : __ 010300 ___________  

Descripción UM Precio Unitario Cantidad Importe 
MN USD MN USD 

Cloroformo (p.a) mL - 0.05362 10  0.5362 
ANSA g 

- 1.61 0.25  0.40 
Bisulfito de sodio (anhidro) g - 0.90 30 - 26.70 

Sulfito de sodio g - 0.06 3 - 0.17 
Molibdato de amonio g - 0.20 2 - 0.40 

Acido perclórico mL - 0.09141 52 - 0.18 
Fosfato monobásico de potasio g - 0.10 0.2194  0.02 

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

TOTAL  32.0062 



ANEXO 9

 

 

MOD. 3 <EQUIPOS S> Utilización de los Equipos 
División de Dirección 
Centro de Costo: 002 Nombre del Servicio: Determinación de la concentración de fosfolípidos 
Código del Producto: ____ 125/97 _____ - _____________  Lote # :010300 
Responsable: María del Carmen Travieso .....  

Descripción Tiempo 
(horas) 

Consumo de 
electricidad 
(Kwhoras) 

Importe por 
consumo de 
electricidad 

Depreciació
n 

(horaria) 

Importe por 
depreciación 

Importe 
Total 

Espectrofotómetro 1 0.031 0.03    

Campana de extracción 0.5 0.02 0.01    

Agitador de tubos 0.5 0.004 0.01    

 0.75 0.13 0.10    

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

TOTAL   0.15    



ANEXO 10 

MOD. 2 <SALARIOS S> , Gastos de Salarios en los Servicios Recibidos

Fecha de entrega   Hecho por   Revisado por 

 

 

 
 

 

 

Centro de Costo: _______ 001 _____________________  Nombre del Servicio: Ensayo de cuantificación de fosfolípidos totales 
Código del Producto: _______ 125/97 _______________  
Lote # : ______ 010300 ________________________   _____________________________________________________  

Nombre Ocupación Tiempo 
(horas) 

Tarifa 
horaria 

Salario 
Básico 

Salario 
Complementario Seguridad 

Social 
Gastos de 
Salarios 

Deysi González Técnico A 5 0.5793 6.9515 0.6318 0.9100 8.4934 
        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

                              T0TAL   8.4934 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ANEXO 12 
MOD. 3 <EQUIPO'> S> Utilización de los Equipos 
División de Dirección 
Centro de Costo: 002 Nombre del Servicio: Cuantificación de la DPPC 
Código del Producto: ____ 125/97 ____ - ____________  Lote # :010300 
Responsable: María del Carmen Travieso ----  

Descripción Tiempo 
(horas) 

Consumo de 
electricidad 
(Kwhoras) 

Importe por 
consumo de 
electricidad 

Depreciación 
(horaria) 

Importe por 
depreciación 

Importe 
Total 

Espectrofotómetro 1 0.031 0.03    

Campana de extracción 12 0.02 0.24    

Agitador de tubos 0.5 0.004 0.01    

Plancha de calentamiento 0.75 0.13 0.10    

Estufa 12 0.390 4.68    

Centrifuga refrigerada 20 0.023 0.01    

Baño termostatado 1 0.104 0.10    

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

TOTAL   5.17    



Fecha de entrega:_______________________          Hecho por:____________________              Revisado por:______________________ 

 

 

ANEXO 13 
MOD. 2 <SALAP'OS S> Gastos de Salarios en los Servicios Recibidos 

 

Centro de Costo: _______ 001 _____________________  Nombre del Servicio: Ensayo de cuantificación de la DPPC 
Código del Producto: _______ 125/97 _______________  
Lote # : ______ 010300 ________________________   ______  

Nombre Ocupación Tiempo 
(horas) 

Tarifa 
horaria 

Salario 
Básico 

Salario 
Complementario 

Seguridad 
Social 

Gastos de 
Salarios 

María del Carmen Travieso Investigador 12 0.1244 16.9752 1.5430 2.2222 20.7404 
Deysi González Técnico A 12 1.3903 16.6836 1.5165 2.1840 20.3841 

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

TOTAL   41.1245 
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T-Tests

Página 1

 

 

Análisis estadísticos de los resultados de los estudios de estabilidad del MRI 

1pc012 
15:05 Tuesday, 

May 1, 2001 46 

 ------------------------------------------------------------------------  lote=1 
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  lote=l

-1.694 -0.23 1.2335 0.1771 0.3401Diff (1-2)

0.3401 
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