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Introducere in analiza medicamentului

Analiza medicamentului reprezintd un domeniu esential in cadrul
farmaceuticii moderne, avand un impact profund atat asupra procesului de
dezvoltare a medicamentelor, cat si asupra utilizarii lor in practica clinica
si cercetarea stiintificd. Intr-o erd in care reglementirile internationale
devin din ce in ce mai stricte, iar cerintele pentru siguranta, eficacitate si
calitate devin tot mai complexe, analiza medicamentului joaca un rol
central Tn asigurarea conformitatii produselor farmaceutice cu standardele
riguroase impuse de autoritdtile de reglementare, cum ar fi Agentia Euro-
peand a Medicamentului (EMA) si Administratia pentru Alimente si Medi-
camente din SUA (FDA). Acest domeniu presupune o abordare interdis-
ciplinara, care integreazad cunostinte din chimie, biochimie, farmacie, bio-
logie si inginerie pentru a dezvolta metode robuste de evaluare a proprieta-
tilor fizico-chimice, biologice si farmacocinetice ale substantelor active si

ale produselor finite.

Unul dintre principalele scopuri ale analizei medicamentului este
asigurarea calitdtii acestuia pe parcursul intregului sau ciclu de viata, de la
sinteza substantei active si formularea produsului farmaceutic pana la
distributie si utilizare. In acest context, calitatea unui medicament nu este
definitd doar de respectarea specificatiilor tehnice, ci implica si conformi-
tatea cu cerintele de siguranta pentru pacient, stabilitatea pe termen lung si
eficacitatea terapeutica. De exemplu, un medicament care contine impu-
ritdti chimice sau contaminanti biologici, chiar si in cantitati foarte mici,
poate avea consecinte nefaste asupra sanatatii pacientului, ceea ce face ca
analiza detaliatd a impuritatilor si validarea metodelor analitice utilizate sa
fie etape cruciale in dezvoltarea farmaceutica.

Analiza medicamentului se extinde si 1n directia cercetdrii funda-

mentale, unde contribuie la elucidarea mecanismelor de actiune ale sub-
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stantelor active, identificarea potentialelor tinte terapeutice si optimizarea
structurii chimice pentru maximizarea efectului farmacologic dorit. De
asemenea, aceasta faciliteaza monitorizarea parametrilor farmacocinetici
si farmacodinamici, cum ar fi absorbtia, distributia, metabolizarea si excre-
tia (ADME), informatii care sunt esentiale pentru proiectarea regimurilor
terapeutice optime. Metodele analitice, precum cromatografia lichida de
inalta performantda (HPLC), spectroscopia de masd sau rezonanta magne-
ticd nucleara (RMN), sunt utilizate frecvent pentru a determina concen-
tratiile medicamentelor in probe biologice, ceea ce permite evaluarea

indisponibilitatii si bioechivalentei produselor farmaceutice.

In cadrul farmaciilor comunitare, analiza medicamentului are un
rol mai putin evident, dar la fel de important, intrucat implica verificarea
conformitatii preparatelor magistrale sau oficinale realizate de farmacist.
Acest proces include, de exemplu, masurarea pH-ului solutiilor, verificarea
consistentei $si omogenitatii unguentelor sau efectuarea testelor de dizol-
vare pentru comprimate, astfel incat produsul final sa fie sigur pentru utili-
zare si sa respecte prescriptiile medicale. In acest cadru, farmacistul devine
un liant Intre stiinta fundamentald si aplicabilitatea practica, prin utilizarea

principiilor de analiza pentru a garanta siguranta pacientilor.

Pe langa rolul sau in dezvoltarea si utilizarea medicamentelor, ana-
liza medicamentului sustine si procesele de investigare si cercetare clinica,
avand o contributie semnificativa la identificarea factorilor care influen-
teazd eficacitatea unui tratament intr-o populatie diversificata de pacienti.
Prin utilizarea biomarkerilor specifici si a metodelor analitice avansate, se
pot identifica variatiile interindividuale in metabolismul medicamentelor,
ceea ce permite adaptarea tratamentelor in functie de particularitatile gene-
tice, fiziologice sau patologice ale fiecarui pacient, un domeniu cunoscut
sub denumirea de medicina personalizata.

In contextul globalizarii industriei farmaceutice si al cresterii cere-
rii pentru medicamente generice si biosimilare, analiza medicamentului
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contribuie si la stabilirea echivalentei terapeutice intre produsele originale
si cele generice. De exemplu, analiza comparativa a profilurilor de impu-
ritati, a stabilitdtii fizico-chimice si a comportamentului biofarmaceutic
este esentiald pentru demonstrarea bioechivalentei si pentru obtinerea
aprobarilor necesare de la autoritatile de reglementare.

Totodata, in cazul produselor biosimilare, metodele de analiza
trebuie sa fie suficient de sensibile pentru a detecta diferentele subtile 1n
structura sau activitatea biologica intre produsul biosimilar si medica-

mentul de referinta.

Astfel, analiza medicamentului nu doar faciliteaza dezvoltarea si
utilizarea medicamentelor sigure si eficiente, ci oferd si un suport esential
pentru Intelegerea mecanismelor biologice fundamentale, personalizarea
tratamentelor, respectarea standardelor globale de reglementare si continua
sd evolueze, sprijinind progresele stiintifice si imbunatatirea calitétii vietii
pacientilor.

Clasificarea metodelor analitice reprezinta o etapa fundamentala in
intelegerea domeniului analizei medicamentului, oferind un cadru teoretic
clar pentru selectarea tehnicilor adecvate in functie de tipul de analiza
necesara si de caracteristicile specifice ale compusilor studiati, fie ca este
vorba despre substante active, excipienti, impuritati sau alte componente
prezente intr-o formulare farmaceutica. Metodele analitice pot fi impartite
in trei categorii principale — chimice, fizico-chimice si bioanalitice — fie-
care dintre acestea avand particularitati distincte, care le fac potrivite
pentru anumite aplicatii specifice, dar care sunt adesea complementare in

cadrul unui proces analitic complet.

Metodele analitice chimice reprezintd unele dintre cele mai vechi
si utilizate abordari in analiza medicamentului, bazandu-se pe reactii chi-
mice bine definite si pe interpretarea rezultatelor obtinute prin observatie
directa sau prin masuratori simple. Aceste metode includ titrimetria, gravi-
metria si alte tehnici de analizd umeda, care sunt utilizate pentru determi-
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narea cantitativa si calitativa a substantelor prin intermediul interactiunilor

chimice specifice.

De exemplu, titrarile acido-bazice sunt folosite frecvent pentru
determinarea concentratiei de acizi sau baze dintr-o solutie, iar titrdrile
redox sunt aplicate pentru analiza substantelor care prezinta proprietéti
reducatoare sau oxidante.

Desi aceste metode sunt relativ simple si nu necesita echipamente
sofisticate, ele pot fi limitate de sensibilitatea redusa si de interferentele
cauzate de prezenta altor componente chimice, ceea ce le face mai putin

adecvate pentru analiza compusilor complecsi sau a probelor biologice.

Metodele fizico-chimice au evoluat pentru a depasi limitarile meto-
delor chimice clasice, utilizdnd principiile fizicii si chimiei pentru a masu-
ra proprietdtile fizico-chimice ale substantelor si pentru a obtine informatii
detaliate despre structura si comportamentul acestora. Aceste metode in-
clud tehnici precum spectroscopia, cromatografia si electroforeza, fiecare
dintre acestea avand aplicatii specifice si o importantd deosebita in analiza

medicamentului.

De exemplu, spectroscopia UV-Vis este utilizatd pentru determi-
narea concentratiei substantelor care absorb lumina in spectrul ultraviolet
sau vizibil, in timp ce spectroscopia IR furnizeaza informatii despre gru-
parile functionale prezente Intr-o molecula prin analiza absorbtiei radiatiei
infrarosii. Cromatografia lichidd de inaltd performantd (HPLC) este una
dintre cele mai utilizate tehnici fizico-chimice, permitand separarea, iden-
tificarea si cuantificarea componentelor dintr-un amestec complex, avand
aplicatii extinse in analiza impuritatilor, determinarea stabilitdtii si moni-

torizarea parametrilor farmacocinetici.

Electroforeza capilara reprezinta o alta tehnica moderna, extrem de
sensibila, care permite separarea compusilor pe baza diferentelor de mobi-
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litate electroforeticd, fiind utilizata frecvent pentru analiza proteinelor,

peptidelor si a altor biomolecule.

Metodele bioanalitice, care reprezintd o extensie moderna a ana-
lizei fizico-chimice, sunt specializate in determinarea cantitativa si cali-
tativa a medicamentelor si a metabolitilor acestora in probe biologice, cum
ar fi sangele, plasma, urina sau tesuturile.

Aceste metode sunt esentiale pentru evaluarea parametrilor farma-
cocinetici si farmacodinamici, pentru monitorizarea terapiei medicamen-
toase si pentru identificarea biomarkerilor specifici in cadrul studiilor

clinice.

De exemplu, cromatografia lichida cuplatd cu spectrometria de
masa (LC-MS/MS) este considerata standardul de aur in analiza bioana-
litica, datoritd sensibilitatii sale ridicate, a specificitatii si a capacitdtii de a
detecta si cuantifica simultan multiple componente din probe biologice
complexe. De asemenea, metodele imunologice, cum ar fi testele ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), sunt utilizate frecvent pentru
determinarea concentratiei proteinelor sau anticorpilor in probe biologice,

avand aplicatii extinse in domeniul diagnosticarii si al cercetarii clinice.

Fiecare categorie de metode analitice prezinta avantaje si limitari,
iar selectia unei metode adecvate depinde de o serie de factori, inclusiv
tipul de analiza necesar, matricea in care se afla compusul de interes, sensi-
bilitatea si specificitatea metodei, precum si disponibilitatea resurselor teh-
nice si financiare. In practica farmaceutici, aceste metode sunt adesea utili-
zate in combinatie pentru a oferi o imagine completa si detaliatd asupra
calitatii si sigurantei medicamentelor, astfel incat sa se asigure conformita-
tea acestora cu cerintele reglementarilor internationale si sa se protejeze
sanatatea publica.

Importanta matricei biologice n bioanalizd reprezintd un aspect
central al intregului proces de analizd biofarmaceutica, influentand decisiv



Metode utilizate tn analiza medicamentului

selectia metodelor analitice, validarea acestora si interpretarea rezultatelor,
deoarece fiecare matrice biologicd prezinta caracteristici unice care pot
influenta atdt comportamentul compusilor de interes, cat si performanta
tehnicilor utilizate.

Matricea biologica, definita drept mediul natural in care se rega-
seste medicamentul sau metabolitii acestuia, include o gama variatd de
probe biologice, cum ar fi singele, plasma, serul, urina, saliva, tesuturile
sau lichidul cefalorahidian, fiecare dintre acestea avand o compozitie
complexd care necesitd abordari specifice pentru analiza corectd a com-

pusilor de interes.

In cazul bioanalizei, sangele, plasma si serul reprezinti cele mai
utilizate matrice, deoarece permit monitorizarea farmacocinetica a medica-
mentelor si determinarea concentratiilor plasmatice necesare pentru a
evalua parametrii esentiali, cum ar fi timpul de injumatatire plasmatica,

volumul de distributie, clearance-ul si biodisponibilitatea.

De exemplu, plasma contine o varietate de proteine, lipide, carbo-
hidrati si metaboliti, iar interactiunile dintre aceste componente si substan-
tele analizate pot afecta recuperarea si cuantificarea exacta a medicamen-
tului, ceea ce face esentiala utilizarea tehnicilor de pregatire a probelor,
precum Precipitarea proteinelor, extractia lichid-lichid sau extractia in faza
solida, pentru a reduce interferentele si pentru a concentra analitul de inte-
res. Pentru a obtine rezultate precise si reproductibile in analiza compusilor
de interes din plasma sanguina, este imperativa utilizarea unor metode de
preparare a probelor care sa fie optimizate in functie de proprietatile fizico-

chimice ale analitului, dar si de compozitia complexa a matricei.

Precipitarea proteinelor, una dintre cele mai frecvente tehnici utili-
zate, presupune adaugarea unui solvent organic, precum acetonitrilul sau
metanolul, pentru a denatura proteinele plasmatice si a separa analitul din
proba. Aceastd metoda este relativ simpla, rapida si eficientd, Insa poate
prezenta limitari in cazul in care compusul de interes interactioneaza pu-
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ternic cu proteinele plasmatice sau daca interferentele matricei nu sunt

eliminate complet.

Extractia lichid-lichid este o alta tehnica larg utilizata, care exploa-
teaza solubilitatea diferentiald a analitului in doua faze lichide imiscibile,
cum ar fi o solutie apoasa si un solvent organic. Aceastad tehnica permite
separarea selectiva a compusului dorit de matricea biologica, oferind o
purificare superioarda comparativ cu Precipitarea proteinelor. Cu toate
acestea, necesitd optimizarea atentd a parametrilor, cum ar fi pH-ul si
volumul solventului, pentru a asigura o recuperare maxima a analitului,

fiind mai laborioasa si consumatoare de timp decat alte metode.

Extractia in faza solida (SPE) reprezinta o abordare avansata si ver-
satila pentru pregatirea probelor plasmatice, utilizdnd materiale sorbente
care retin analitul de interes, in timp ce impuritatile sunt eliminate prin
spalari succesive. Aceastd metoda ofera un nivel inalt de curatare si con-
centrare, reducand semnificativ efectul matricei asupra analizei ulterioare,
in special in combinatie cu tehnici precum cromatografia lichida de inalta
performanta (HPLC) sau spectrometria de masa (MS). Alegerea sorbentu-
lui potrivit, fie ca este vorba de faze normale, inversate sau ionice, depinde
de caracteristicile analitului si de tipul de interferente prezente in matrice,
iar implementarea automata a acestei metode contribuie la cresterea efi-

......

Un alt aspect important in analiza plasmei este stabilitatea
analitului, care poate fi influentatd de prezenta enzimelor, de temperatura
sau de expunerea la lumind. De exemplu, multi compusi sunt susceptibili
la hidrolizd enzimaticd, oxidare sau fotodegradare, ceea ce necesitd
utilizarea inhibitorilor enzimatici, manipularea probelor la temperaturi
scazute si protejarea acestora de expunerea la lumina. Stabilitatea trebuie
evaluata in toate etapele procesului analitic, incluzand colectarea, stocarea
si pregdtirea probelor, pentru a preveni pierderile analitului si pentru a
asigura acuratetea rezultatelor.

11
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Dupa pregatirea probelor, analizele propriu-zise sunt realizate cu
ajutorul tehnicilor de inaltd performanta, cum ar fi HPLC, cromatografia
de gaze (GC) sau spectrometria de masa (MS), care sunt alese in functie
de proprietatile fizico-chimice ale analitului, precum polaritatea, volatili-
tatea sau masa moleculara. De exemplu, HPLC este preferata pentru com-
pusii nevolatili sau termolabili, oferind o separare excelenta a componen-
telor complexe, in timp ce GC este ideald pentru compusii volatili sau care
pot fi derivatizati in forme volatile. Spectrometria de masa, in special LC-
MS/MS, aduce un nivel suplimentar de sensibilitate si specificitate, fiind
capabila sd detecteze si sd cuantifice analitul chiar si in concentratii extrem

de scazute, ceea ce o face indispensabild in bioanaliza.

In acest context, matricea biologica joaca un rol crucial in selec-
tarea tehnicii de analiza, deoarece interferentele generate de compozitia
complexa a acesteia pot afecta performanta metodei. Efectul matricei, un
fenomen comun 1n spectrometria de masa, poate duce la ionizare suprimata
sau intensificata a analitului, ceea ce impune utilizarea standardelor interne
izotopice sau pregatirea curbelor de calibrare Tn matrice pentru a compensa
aceste efecte. Aceste masuri asigurd acuratetea si reproductibilitatea rezul-
tatelor, fiind esentiale pentru validarea metodei analitice conform ghidu-
rilor internationale, cum ar fi cele elaborate de Agentia Europeana pentru
Medicamente (EMA) sau de Administratia pentru Alimente si Medica-
mente (FDA).

Urina, pe de alta parte, este o matrice importanta in bioanaliza dato-
ritd usurintei de colectare si a capacitatii de a reflecta excretia medica-
mentelor si a metabolitilor acestora. Analiza urinei este adesea utilizata
pentru a studia procesele de eliminare renald, precum si pentru a identifica
metaboliti activi sau toxici, insd concentratia mare de sdruri si metaboliti
endogeni poate reprezenta o provocare pentru metodele analitice utilizate.
In acest context, utilizarea cromatografiei lichide de inaltd performanti
(HPLC) sau a cromatografiei de gaze (GC), de obicei cuplate cu spectro-
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metria de masa, devine o alegere preferatd datoritd capacitatii acestor

tehnici de a separa si identifica componentele complexe ale matricei.

Pe langa capacitatea de a studia procesele de eliminare renala si de
a identifica metaboliti activi sau toxici, urina ofera un avantaj suplimentar
in contextul monitorizarii conformitatii pacientilor cu regimul terapeutic,
in special in studiile clinice sau in medicina legala, unde detectarea consu-
mului de medicamente sau substante interzise joaca un rol esential. Con-
centratia variabila a analitului si a metabolitilor in urind, influentata de
factori precum volumul diurezei, pH-ul urinar sau rata de excretie, impune
adesea utilizarea standardelor interne pentru a compensa variatiile si

pentru a asigura acuratetea cuantificarii.

In pregitirea probelor de urind pentru analiza cromatografica, sunt
necesare proceduri specifice de diluare, filtrare sau chiar derivatizare, in
functie de cerintele metodei analitice si de caracteristicile chimice ale ana-
litului. De exemplu, derivatizarea prealabila este frecvent utilizatd in
cromatografia de gaze pentru a creste volatilitatea si stabilitatea termicd a
analitului, facilitind separarea si detectarea acestuia. In cazul cromato-
grafiei lichide de inalta performanta, extragerea lichid-lichid si extractia in
fazd solida sunt metode comune pentru purificarea probelor urinare si
pentru reducerea interferentelor provenite din metabolitii endogeni sau din
sarurile prezente in concentratii mari.

In bioanaliza, monitorizarea metabolitilor in urind nu este impor-
tantd doar pentru intelegerea proceselor metabolice, ci si pentru detectarea
eventualelor reactii adverse sau acumulari toxice. Spre exemplu, identifi-
carea metabolitilor reactivi poate oferi indicii esentiale asupra mecanis-
melor de toxicitate medicamentoasa, permitand ajustarea formulei farma-
ceutice sau a regimului terapeutic. In acest sens, utilizarea spectrometriei
de masa cu rezolutie inalta (HRMS) in combinatie cu cromatografia devine
esentiala pentru detectarea si identificarea metabolitilor in concentratii
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extrem de scdzute, contribuind astfel la o intelegere detaliata a farmaco-

cineticii si a profilului metabolic al medicamentelor.

Un alt aspect relevant in analiza urinei este posibilitatea de a studia
variatiile diurne In excretia analitului si a metabolitilor, care pot furniza
informatii utile despre ritmul circadian al proceselor metabolice sau despre
adaptarea organismului la un tratament pe termen lung. Aceasta variabili-
tate temporala necesitd colectarea probelor in momente specifice si utili-
zarea unor protocoale standardizate pentru stocarea si manipularea pro-

belor, asigurand astfel reproductibilitatea si validitatea datelor obtinute.

De asemenea, analiza urinei este frecvent utilizata pentru studii de
biodisponibilitate relativa sau absolutd, avand in vedere ca determinarea
cantitdtii totale de medicament excretatd poate fi un indicator direct al
absorbtiei si metabolizarii acestuia. Astfel de analize sunt esentiale in stu-
diile farmaceutice, unde evaluarea echivalentei biofarmaceutice intre for-
muldri medicamentoase diferite joaca un rol crucial in aprobarea regle-
mentard si in introducerea genericului pe piatd. Aceastd aplicabilitate
extinsa a urinei ca matrice biologicd subliniazd importanta dezvoltarii si
validarii riguroase a metodelor analitice, pentru a asigura ca rezultatele
obtinute sunt reprezentative si reproductibile, indiferent de complexitatea
probelor sau de variabilitatea acestora.

Saliva reprezintd o matrice biologica deosebit de valoroasa in
domeniul bioanalizei, fiind utilizata frecvent in studiile non-invazive
datorita accesibilitatii sale si a faptului cd recoltarea nu implicd disconfort
semnificativ pentru pacient. Unul dintre principalele avantaje ale salivei
este capacitatea acesteia de a reflecta concentratiile libere, nelegate, ale
medicamentului, ceea ce o face extrem de utild in monitorizarea terapeu-
ticd, deoarece aceste concentratii sunt cele active din punct de vedere far-
macologic si corelate direct cu efectul terapeutic sau toxic al medicamen-
tului. Saliva este adesea preferata in situatii in care alte matrice, precum
sangele sau urina, sunt mai dificil de obtinut, fiind astfel utilizata in studii
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pediatrice, gerontologice sau in monitorizarea pacientilor cu accesibilitate

limitata la centrele medicale.

Cu toate acestea, analiza salivei prezintd provocari semnificative
care deriva din caracteristicile acestei matrice. Volumul redus de proba
disponibil si concentratiile scdzute ale medicamentului 1n saliva, care sunt
adesea cu cateva ordine de magnitudine mai mici decat cele plasmatice,
necesita utilizarea unor metode analitice extrem de sensibile si selective.
In acest sens, tehnici precum cromatografia lichida cuplati cu spectrome-
tria de masa in tandem (LC-MS/MS) s-au dovedit a fi solutii ideale, da-
toritd capacitatii lor de a detecta si cuantifica analitul la niveluri de ordinul

nanogramelor pe mililitru.

Performantele ridicate ale acestei metode sunt esentiale pentru a
compensa efectele interferentelor generate de componentele endogene ale
salivei, cum ar fi enzimele sau metabolitii.

Un alt aspect important Tn utilizarea salivei ca matrice biologica
este reprezentat de variabilitatea pH-ului si a fluxului salivar, care poate
influenta semnificativ concentratiile analitului si reproductibilitatea rezul-
tatelor. De exemplu, un pH modificat, determinat de starea fiziologica sau
patologica a pacientului, poate afecta ionizarea si difuzia medicamentului
in glandele salivare, ceea ce impune standardizarea procedurilor de recol-
tare si manipulare a probelor.

Pe langa utilizarea in monitorizarea terapeutica, saliva prezinta
aplicabilitate extinsa si Tn alte domenii ale cercetarii farmaceutice, cum ar
fi studiile de farmacocinetica, screening-ul substantelor abuzive sau identi-
ficarea biomarkerilor pentru diferite afectiuni. In acest sens, integrarea
metodelor avansate, cum ar fi spectrometria de masa cu rezolutie inaltd
(HRMS) sau cromatografia lichida ultra-performanta (UPLC), contribuie
semnificativ la cresterea sensibilitatii si specificitatii analizelor. De
exemplu, utilizarea UPLC in combinatie cu LC-MS/MS permite separarea
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si detectarea unor metaboliti activi in cantitati extrem de mici, oferind o

imagine detaliata a proceselor metabolice implicate.

Lichidul cefalorahidian, desi mai dificil de colectat, este o matrice
esentiala pentru studiile ce implicd medicamente destinate sistemului ner-
vos central, oferind informatii despre permeabilitatea barierei hematoence-
falice si concentratia medicamentului in spatiul subarahnoidian. Analiza
acestei matrice implica deseori provocari metodologice legate de volumul
redus al probei, necesitatea manipuldrii atente pentru a evita contaminarea
si sensibilitatea crescutd a tehnicilor analitice. Importanta matricei biolo-
gice este, de asemenea, accentuata in etapa de validare a metodelor bioana-
litice, unde trebuie evaluate parametri precum specificitatea, precizia, acu-
ratetea, stabilitatea si efectele matricei.

Efectul matricei, un fenomen frecvent intalnit in bioanaliza, se
referd la influenta negativa pe care componentele matricei o pot avea asu-
pra semnalului analitului, de exemplu prin ionizarea suprimatd sau inten-
sificata 1n spectrometria de masa, ceea ce face necesara utilizarea standar-
delor interne si a curbelor de calibrare pregétite in aceeasi matrice pentru

a asigura rezultatele corecte si reproductibile.

In plus, matricea biologici influenteazi selectia echipamentelor si
a consumabilelor utilizate in bioanaliza, deoarece acestea trebuie sa fie
compatibile cu compozitia complexa a probei pentru a minimiza pierderile
analitului, degradarea acestuia sau contaminarea.
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