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INTRODUCCJON 

En la actualidad, el uso de agentes terapéuticos se ha visto 

incrementado dadas las caracterlslicas socio-econCtnlcas da! pais. 

Esto ha obligado a que la industria farmacéutica esté cada vez m.\s 

consciente de la responsabi l ldad que ha adquirido, para qua los 

medicamentos que produzca sean igualmente eficaces, seguros y de 

bajo costo. 

En el mercado nacional existen productos de diferentes 

laboratorios farmacéuticos que contienen al mismo prlnclplo 

activo, pcr lo que es recomendable establecer sl éstos producen el 

mismo efecto terapéutico. Una herramienta úli 1 para el lo son los 

estudios de bloequivalencia y biodisponibi 1 idad, que hasta la 

techa no se les ha dado la debida Importancia. 

Uno de los requisitos primordiales para poder realizar oste 

llpo de~ estudios de r.:anera confiable, es contar con un mótodo 

ana\lllco suficientemente sensible y preciso que permita la 

cu;inlif lcaclón del f~rmaco a los niveles plasm.\tlcos adecuados. 

En el presonte trabajo de tesis Se> dosarrol 16 un mti-todo para 

cuantificar ~-mctildopa en plasma, Este f3rmaco es un acente 

antlhlperten~ivo sintet1co 1 estructuralmente relacionado a las 

ca.tccolamlnas. Su uso es amplio, entre otras causas, por ol 

e~trcss en el que se vive actualmente. 

Este m~todo emplea cromatografla da liquides de alta 

resolución ac~lado a un detector electroquimico, que como se 

ver..\, es al tó:lomente sensible y especifico, El fundamento de la 

metodologla analltica es la adsorc'i6n de> catecolaminas en alUnlna. 

en medio b.islco y su eluclon a pH ac!do. De esta manera, se logro 

'una l lmpieza total de la muestra. 



El método presenta un l!mite de cuantif icacton bajo, as1 como 

una buena linealidad en un intervalo amplio de concentraciones, y 

exactitud, precisión, reproducibilidad y especificidad ac¡;iptablcs. 

Dichas caracteristicas permiten que el método pueda emplearse en 

esludiOs de bioequlvalencia ·Y biodispon!bi l ldad ·de medicamentos 

cuyo pr!nclplo activo sea o-metlldopa. 

!\ 
\.) 
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11 GENERALIDADES 

11.1. FARMACO: «-METILDOPA 

II.1. A. HISTORIA< 1 l 

Lü m~ti !dopa es uno do:01 los agentes antihipertensivos mjs 

antigOos y más ampl iamenle usados. Es un derivado dti la 

fonllalanlna, se sinteti=o como un inhibidor de la L-dopa 

(aminoácldo aromatice) descarbo1d lasa y se encontró que tenla 

áCllvidad antlhipertensiva, 

11.1.!I. l'l.:OPIEDADES FISlCAS Y QUIMICAS<2,3,4l 

La c......_-m~tl ldopa también recibe los nombres de: 

- Al fa-mt:Joll ldopa 

- Mt:li l.:!.c.ipa 

- J-hldroxl-o-met.ll-1-tlrosina 

- L-3-l3 1 4-dihidroxifenil>-Z-melilalanina 

- L-a-met.11-3,4-dihidroxifeni lalanlna. 

- Acldo L-2-amlno-2-meti 1-3-<3.4-dlhidroxltenl l )proplOOL~o 

Es un polvo fino de color blanco a amarillento o cristales 

incoloros e lnodor~. 

Su estructura se mues lra en 1 a ti gura No. 1. 

FIGURA No. 1 ESlRUCTURA QU!M!CA DE MET!LDOPA 



Su peso molecular es P.H. 211.21 

Se encuentro 

altam&nle hlgroGcóplcú. 

forma sesquihidratada CP.H. 238.2) y es 

Punlo du fusión nprow.lmada.mE-nle 310 oC, 

Cons.lanlcs J~ di so.: i ac l 61 i: 

pKu
1 

2.2 C-COOH> 

pKa:! 9.2 C-NH
2

l 

pV.a3 10.6 <-OH> 

pKa
4 12.0 C -OH> 

Salubll!JaJ 

Poco soluble en agua, 

Ligeramente soluble en etanol 

(5) 

C 1 en 100> 

C 1 en 400> 
',\ 

Muy soluble ~n dcldo clorhldrtco diluido (1 en 0.5> 

Pr:Sctlcamente Insoluble en Jos disolventes orgánicos 

comunes. 

Rol.ación óplica 

( •"tl~ 3 "' - 4.0 0.5 < Sin. de 1 g en 100 mi de HCI 

Q, IN> 

l::spec::tro de \Jl lraviolela 

Solución 11clda CpH 1 > >..ma.x279 nm (A~:= 130 )( & = 2760) 

CFI g, 2>. 

Soluci6n a leal lna CpH 14) A1n0Jt 302 nm 
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Espectro de lnfrarrojo<Flgura No. 3> 

Los principales picos están en: 

NUMERO DE ONDA CORRESPONDE At 
-1 e cm ) 

3400 y 3480 amina prlmaria 

1550 - 1700 grupo o.-meti 1-amlnoácldo 

1540 <1530> moti lo 

1495 ( 1491> feni lo 

1300 (1288> ~cido carbox11ico 

Espectro de Ma~as <Figura No. 4) 

Los picos principales estA.n a miz 88, 42, 123, 124, 69, 

77. 

., 
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11.1.c. PROPIEDADES rARMACOLOGICAS!l,Sl 

La metl !dopa es un buen agente anlihlpertensivo, Ejerce su 

acción sobre el sistema nervioso central mediante su conversión a 

o-metllnoradrenaltna que es un potente agonista cz-e.drenérgico. 

Sus efectos hemodinamicos consisten en reducciones significativas 

de la presión arterial y resistencia periférica total, manteniendo 

el gasto cardiaco y el flujo sanguineo renal. 

El efecto de la me ti ldopa se inicia lentamente', el efecto 

completo se observa duspués ele unos dias de tratamiPnto, y cuando 

se suspende el tratamiento la presión arterial que se tenla 

anterior al lniclo del tratam!ento se' recupera en 46 horas. 

Se ha observado el desarro ! lo de tolerancia para la acción 

antlhlpertenslva debido 

llquldo circulante. 

un aumento compensado de 1 vo 1 úmen 

E>Clste slnerglsmo de la metildopa con otros f.l.rmacos 

antlhipertensivos, habi~ndose empleado antagonistas de 

adrcnorreceptores {1 Cpropranolol > y f::t.rmacos vasodl taladores, pero 

al it::ual que cuando se administra metl !dopa sola, en la 

te~apéutica combinada es necesario administrar un diurético 

(hldroctorotiazlda) para alcanzar el efecto m~>Cimo con la cantidad 

m1nlma de cada f~rmaco. 

Et'cctos Secundarios. 

L..a melildopa oral o parenteral, prlnclpalmonte y en eeneral 

causa seuaci~n. aunque también se han observado efectos en el SNC 

como v~rtlgos, p~sadi l las y depresión pslquica; sequedad bucal, 

as1 como disfunciones gastrointestinales: estreKi11ienlo, 

dlstensl6n g~strlca, anoreKias y tlatulencias. 

Usos 

Se usa ampl lamente en pacientes con hipertensión asociada a 

enfermedades renales ya que no se aumenta la disfunción renal. En 
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estos casos el efecto hlpotensor es mayor y mas prolongado que en 

sujetos sanos, lo que s~ puede deber a ta acumulación de 

metabolitos que pudieran tener actlvidad farmacológica, 

Asi mismo, J¿¡ meti !dopa es uno df' los fármacos de elección 

para el tratdmiento prolongado de la hipertensión durante el 

embarazo, aparentemente no hay efecto en el t lujo sangulneo a la 

placenta, y los nlt'ios cuyas madres tuvieron un tratamiento con 

meli ldopi:l durant~ el embarazo mostraron un desarrollo motor 

intelectual normal C7L 

1I .1. D. l'ARAHETROS F ARHACOCl NETICOS < 7 l 

Al.lsorción, l.Jiot.lisponibllidad y eliminación. 

La ab::>orclón de la meti ldopo en el tracto gastrointestinal 

es incompleta y variable, siendo el valor de la concentración 

plasmd.tica maxima CCp ma.1d de 2.0µg/ml Cl.0 a 4.6 µg/ml > en un 

tiempo dt> 2 horas Ccon intervalo de 2 a 4 horas>. Después de la 

adlllnistractón intravenosa C250 mgl, se estima que la fracción de 

metildopa &n la circulación sist~lca es dol 25" C 6 al 62"' l, 

siendc• eslo igual para una dosis oral de 750 mg ( Cp '"~ 2.62 

µg/ml > en un tiempo de 3 horas. 

La absorción también se ve modificada dla a d1a y esto se 

puede deber a los al lmentos, por lnterterlr con la excreción· en el 

túbulo renal de amlnoAcldos. 

Come• eid<::t+:• correlación entre la dosis y la Cp ma.>1, pero no 

entre Cp ma.M. y el efccto 1 durante la terapia se recomienda medir 

la presión sangu1nea, 

Disl~ibuc16n, Unión a Pralclnas y Ellut.inaclón. 

" La e11mlnacl6n de la meti ldopa ocurre mediante un modelo de 

dos campar t 1 mentas ( ulirninación bifAsical con una vida media dB 

di~~rlbucl6n (a) de 0.21 hora5 (0. 16 a o.26> y de 1.20 horas <1.02 

a 1.69) en la faso de ollmln.ac16n <(11. 
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Respecto a la fase f.1 debido a problemas anallticos no se ha 

podldo .determinar con precision y exactitud tas concantractones 

plasm~ticas entre las 6 y las 8 horas del monltoreo, que 

corre~~onden a un Intervalo de concentraciones de 100 a ~00 ng/mt. 

D~ cualquier ma.n~ra, por datos on orina, parece sor que la 

el lmlnóci.!Jn se completa hasta las 24 a 48 horas despur:.-s de ta. 

administrac16n, lo cual se puede deber a un tercer compartimento o 

P circulación enterohepatica. 

El volumen aparente de distribución en el compartimento 

central <V.J} es de 0.23 L/k.g C0.19 a 0.32> y el volumt3n de 

distribución aparente total es de Q,60 L/kg <0.41 a 0.72>. 

La unión de meti ldopa a proteinas es de 10 a 15 S y de los 

met¡¡bol itas !leido 1 :ibi les es del SO al 60 "· 

HelaUol i s100 

El metabolismo de la 0:-metildopa es complejo, Se han 

ldentltlcado varios metabotitos de los cuales el principal e& la 

Lrmet11dopamlna qUE:' probablemente tenca actividad farmacológica y 

generalmente en los m~todos reportados se cuantifica conjuntamento 

con alfa-metildop~. 

Otros metabolitos son la 3,4-dihldroxifenilcotona, 

3, 4 -d 1h1drox1 f en l 1 - l sopropa no I , 3-metoxl-4-hldroxlren11cetona 1 

ta 3-metoxi-metildopa, el 3-metoxi-4-hidroxi-fenllisopropanol y la 

3-metoxi-metildopamina. 

Despucs de la administración oral, del 25 al SO~ de la dosis 

cxcrC'lada por el hlgado son meta.bolitas conjugados la.bilos al 

!leido, pero estos metabol itas no se observan después de la 

administr<sci6n intravenosa, por lo que es probable que se formen 

en las celula.5-del intestino, 

A las dos horas de la .adminis.tración oral, se observa que los 

metabolltos forman cerca de las dos terceras partes do la 

concentración de la metildopa no metabolizada. 
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°'-=1>uración Plasmatica. 

La depuración total es de 207 ml/min/m
2 

<17'• a 266 ml/min/m 2 > 
debiéndose en mayor proporct6n a excreción renal y metabolismo. 

La depuración renal es de 93 a 96 ml/min/m
2 

siendo el 50 " dtt 

1 a el iminac1ón ta ta 1 del t Jrmaco, Esta depuraci On es 

<1proximadamente 1. 7 veces la depuración de crea,tinina endógena lo 

cuol se debe a la existencia de< t1ltración glomerular y socreción 

tubular. 

11.1. E. HETOOOS DE ANALISIS PARA LA DETERHINACION DE a-HETILDOPA 

EN FLUIDOS BIOLOGICOS. 

Para la determinación de o-metildopa en fluidos biológicos se 

han reportado numerosas métodos anal!ticos tanto fluoromi&trlcos 

como cromatograttcos de liquidas de alta resolución con~~iforentes 

sistemas de detección tales como ultravioleta y electroqulmico, 

M~lodos Fluoro1nélricos 

Los métodos fluorométricos se basan en la formaclOn di' un 

di:-rlvado fluorescente por medio de la oxidación det la metl !dopa, 

P.u.ra mejorar la selectividad de este método, Kim y Koda (8) 

reportan un paso previo a la derivación que consist.e on la 

adsorcion de la catecolamina en alúmina y su olucl6n con un 

disolvente orga.n·lco 1 seguido de la oxidacic.:in adicionando 

torrtclanuro de potasio y después hldró><ldo dE' sodio con ."leido 

ascórbico. Este compuesto se lee a una loni::itud de onda de 

excitación de 400 nm y una de emisión de 510 nm. El mólodo 

presenta una sensibi 1 idad de 100 ng/ml y no 90 tionan 

interferencias do las catecolaminas endógenas dado que las 

concentraciones terap~ticas de la metl Id opa son cientos de voces 

ma.yores que las normales de las catecolaminas (8), Sin embargo, 

cuando el método convencional se emplea para el dlagn6stlco da 

feocromocitoma en pacientes 
der 1 vados metab6l leos de 

hiper tensos, 
o-metildopa y 

se ha 
otras 

visto que tos 
catecolamlnas 
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ende.ganas como adrenalina, noradrenalina y dopa.mina interfieren 

dando falsos positivos <9>. 

Métodos por Cromalograt'la de Llqu!Uos de Alta Resolución 

Duloccc.i6n Ul lraviol~la ( 10> 

,, 

\Jalson et al. <10> reportan un método en el cual precipitan 

las protelnas plasm~tlcas con HCI01• 4 M y et sobrenadante á.cido lo 

inyectan al sistema cromatográf ico empleando una columna do 

intercambio caliónico y la longitud de onda para la detocc16n es 

de 260 nm. Este mctodo aunque es rapido tiene una sensibilidad muy 

baja < 5 µ¡:/mil adem:is de presentarse la interferencia de altos 

niveles de L-Dopa, pero no de otras catecolaminas. 

M~lodo por Cro11ialograf1a de Llquidos de Alta Resoluci6n con 

Detección Eli.!Clroq,ulmic.a 

Dentro de es tos m~todos se puoden hacer dos subgrupos de 

acuerdo al tratamiento que se lei de a la muestra previo n su 

inyección al sistema cromatogr~fico, decir la extracción de 

catecolaminas con algún disolvente o la adsorción de el las en 

&. I Umlna. 

' a, EMtracción. 

Estos mútodo se han empleado para cuantificar o-metlldopa en 

varios fluidos biológicos: plasma, orina y leche materna. 

- E::.<Lr."lccion. :.cida. <11, 12) 

Estos métodos se basan en unil prCcipita.ciOn do las protolnas 

plasm.\ticas con ácido perclórico, extray~ndo asl la mellldopa. L.as 

muestras se centrifugan y el sobrenadanto .icido se inyecta al 

sistema cromatográf ico. Aunque el método os rApldo Y sensible <50 

ng/ml >, los cromatocramas obtenidos no muestran una resolución a. 

la l lnea base, Adem~s, debido a que no se tiene una 1 impieza .-, 
suficiente de la muestra, la columna cromatogr.\f.ica &e doterio,'a. 

r.:.pidamente. 
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- Extracción oro~nica. (!3. 14> 

En este método, Kochack y Hason < 13> describen que r~ muestra 

se mezcla con butano!, se centrifuca y Ja fase alcohól loa se 

diluye y se inyecta al sistema cromatogr..\fico. El limite do 

detecclon es de 2 a 3 µe/mi. 

Debido a que la meti !dopa se puede encontrar tanto on plasma 

como en leche materna conjugada a su! fato o sola, Honskinsy (14) 

r~porta un m~tcdo donde sei real i;:a la incubación de la muostra 

con ~ulfatasa a 37 ~C durante 48 horas y de ahl se extrae con ~ter 

etll ice: las protc:>lnas remanentes sei precipitan con .tac ido 

perclórlca. El residuo se lava con agua y los sobrenadanlos so 

juntan e inyectan al sistema crornatocr~fico dando la columna es do 

1ntorcambio caliónlco, De osta manera, el método se puedo omplanr 

para cuantificar de o-mctildopa en leche materna con una 

sc.>nslbilfdad de 80 n¡;/ml de metildopa libre y do 260 n~/ml de la 

conjugada a sulfato. 

b. Adsorción en alúmina <5, 15> 

Das.andase nuevamente en la adsorción en al~lna de las 

catecolamlnas en medio básico, Kochack y Masan C5> reportan un 

mL:lodo donde la muestra d9' plasma se mezcla con alúnina, fiO lnva 

dos veces con agua des ti lada. Luego, las catecolaminas se o luyen 

al mezcla~ la alünina con :.cido fosfórico y fio inyocta ol 

sobrenadante al sistema cromatocrt.fico. Esta última agitación Sl'I 

realiz:.J durante 15 minutos. El método lo emplean para cuantificar 

me ti !dopa con dlhidroxibenci lamina como ost.\ndar intorno. 

Este método con pequei"í.J.s modificacione$ fuó empleado por 

Jt.~nner et al (15> para medir concentraciones plasm~tlcas on un 

lntt>rvnlo Ce 0.2 a 2.0 ng/ml de a-meti!dopa en pncicntos bajo 

teraplu. 
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11.2. CROMATOGRAF!A DE L!OU!DOS DE AL TA RESOLUCION 

II.2.A. IHTRODUCCIOll C17l 

La cromatogratla de llquidos se puede definir como un método 

flstco de separ3cf6n basado en la dlstrlbucton de la muestra entre 

dos fases: uno fase móvi 1 l lquida y una fase estacionaria cuya 

naturaleza puede variar. L.a diferencia entre cromatocrafla de 

llquldos tradicional <capa fina, en papo!, en columna abierta, 

etc.> Y la cromatografla de liquidas de alta resolución CLAR se ha 

dado por ol mejoramiento de equipo, materiales, t6cnlca y 

apl lcación de la teorla, lo cual ofrece ventajas como la 

poslbi 1 idad de .real i<:ór separaciones diflci les, exactitud y 

velocidad de an.j,J tsis, 

Comparando CLAR con la cromatografla de liquidas tradJcJonal, 

se tienen como principales caracterlsticas que Ja columna so puode 

emplear un numero repetido' de veces, con lo que se pueden usar 

tases estacionaria~ mds caras para mejorar las separaciones. 1--)l 

in.t;.roducclón de la muestra al sistema se realiza de manera f.\cll y 

r~plda, ya sea manual o automaticarnento ~d inyectarla por modio de 

una jeringa a un !lisl~ma de válvulas. El flujo do la faso móvil se 

consicue por medio de bombas de alta presión, dando un flujo 

coótrolado y r.'i.pido 1 por lo tanto operaciones reproducibles y 

andl lsis exactos y precisos. Adarn.:Ss se cullnta con detectores do 

flujo continuo e integradores do varios tipos. 

En comparación con la cromatograf la de gases, CLAR no esta 

limiladtt por la volatilidad lnostabllfdad térmica de los 

compuestos, por Jo que las macromoléculas como protolnas, ~cldog 

nucleicos, pigmentos y fArmacos se pueden separar adecuadamente. 

AdemAs se tiene la ventaja de contar con dos fases donde la 

muestra interactua selectivamenle aumentando la separación de los 

com'puestos y SE:: puede i·ocobr<lr los compuestos puros colocando un 

recipiente a ta salida de la columna. 
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II.2.B. PRINCIPIOS BASICOS (16,17,lBl 

Dentro de cromatografia se manejan algunos términos y 

slmbolos caracteristlcos, siendo los más importantes: 

Tiempo de Retención ClR). 

Es el tiempo que la muestra permanece en la columna y se mide 

desde el momento en que se introduce la muestra al sistema hasta 

que se obtiene el máximo de su respuesta. Este tiempo de retención 

es caracterlstico para cada compuesto bajo las mismas condiciones 

de operación. <Figura No. S> 

Tiempo Muerto Clo o lm). 

Es el tiempo que su necesita para eluir un compuesto que no 

se retensa en la columna, o sea, que no interacciona con la tase 

estacionarla. <Figura No. 6). 

Tiempo de Retención Ajust.ado C lR,) 

Es la diferencia entre la y t.o, y este es el tiempo que el 

compuesto permanece en la fase estacionaria. <Figura No. 6> 
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FIGUIU\ No. 6 CROMllTOGIWlllS 

OE LOS COMPUESTOS A y o 
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Ancho de la Das e dt:.ol Pico C Wb) 

Es la 1 inea base interceptada por las tangentes trazadas a 

ambos lados de la sef"ial cromatográtlca <pico del cromatograma>. 

Rasolución 

Es una medida cuantitativa del grado de separación obtenido 

entre dos compuestos, y se puede calcular mediante la siguiente 

fórmula: 

1./ 2 cu a. ... 1.Jb) 

dondE<: .At = tR
2 

- ·tR
1 

Ua. y Ub son los anchos de los picos de los compuestos a y b. 

tFt gura No. 7> 

FIGURA No. 7 RESOLUCJON OE LOS 

COMPUESTOS Y b 

La resolución se puede optimizar al cambiar cualquiera de ~~s 

siguientes par:itnetros: platos teóricos, solectlvldad y/o factor de 

capacidad, los cuales se relacionan por: 

R = } N ( ~ ) [--k~,-"~~·-1-
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Número de Platos Teóricos CN). 

El número de platos teóricos mide la eficiencia de la columna 

y se puede expresar como: 

donde: tR e tiempo de retención del compuesto 

~ ancho del pico a la base 

o desviación est~ndar del pico 

Un plato teórico es un equilibrio del compuesto entre las dos 

tases, y los factores que lo afectan son el tiempo de retención, 

la longitud de la columna, el compuesto, el t lujo, el tamaf'ío de la 

muestra, la técnica de lnyecciOn y las caracterlsticas da la 

columna, por lo que para comparar N entre diferentes columnas se 

emplea el siguiente termino. 

Altura Equivalente a un Plato Teórico CAEPT). 

Es la longitud de la columna necesaria para obtener un 

equilibrio del compuesto entre Ja fase movil y '\,la fase 
·.¡ 

estacionarla; por lo tanto, entre menor sea este valor, mejor ser.\ 

la eficiencia de la columna. Este par~atro se relaciona con la 

velocidad de la taso móvil mediante la siguiente ecuación; 

H 

donde: A uº· 33 

~ 
u 

e " 

D u 

A ,,o. 33 
e " D " 

Se debe tanto al efecto multicanal como a 

Ja transferencia de masa en la taso móvil. 

Difusión longitudinal 

Transferencia de masa retenida en la tose 

móvil. 

Transferencia de masa en la la faae 

estacionaria Cen caso de fases peliculares>. 

Cada uno de los par~etros anteriores so ve modificado por la 

velocidad de la fase ffi.6Yil, el tamaf'i:O de particula de la tase 
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estacton&rJ.:s~ el ancho dE.> Ja pel!cula que cubre la superficie de1 

soporte y el coeficiente de difusión de la muestra tanto en ta 

fase móvi 1 como en la fase estacionaria. 

Es importante sef"i'.a.lar que para obtener una una separación 

t:fJciente, se requiere de un valor pequef"ío de H, lo cual se logra• 

con Jo siguiente: 

-Empleando columnas cuya fase esté empacada de manera 

unltormQ y cornpact¡¡, empleando tama~s de- part1cula pequef"íos, por 

ejemplo de 5 a 10 µn de- did.metro. Asl se logra disminuir la 

difusión par~~ita o camino múltiple, o sea, las diferentes 

velocid"1des de- flujo de las molt:culas a través de la columna lci 

cual provoca su dispersión, 

-Dl~mlnuir el tlempo de difusión molecular empleando caudales 

r~pidos ~ una presión elevada dentro de Ja columna. 

Otros fuctorcs que afecta la AE~T son el ensanchamiento de Ja 

banc.13 debido a la longitud· y dibmetro interno de Ja tuberla, por 

lo que d&ben tener un valor minimo, asl como el tamaffo de Ja 

muestra, 

Solcctivldad o Rulención Relativa. 

Esto es la eficiencia di?! disolvente y su valor es: 

"' = 

donde-: 

t .. __ k_'•-
k'2 

tu ~:rin Jos tiempos de retención ajustados da los 

compuestos 1 y ~ 

K son los coef lcientes de distribución 

k' son los factores de capacld¿..d 

Para optimizar la selectividad se pueden hacer Cambios do la 

tuerza tontea de la fase móvil cambiandc.i el porc~ntajc del 

cosolvente, el P.H, la temperatura, el í:4mpaque- de Ja columna o 

realizar efectos qulmicos especiales tales como complejaci6n o par 

lónlco. 
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F'.ac lor Uc Capacidad C k •). 

Estto es la mE'dida del equf 1 ibrio de distribución que exista 

piira un determinado compuesto entre las f .J. sc·s móvi 1 y 

e-stacJc1narta. Dada la forma en la que afecta este par.imetro a Ja 

resolución, su valor debe permanecer entre 2 y !O. 

ll.2.C. INSTRUMENTAC!ON 

B~:ilcamente-, un sJstema cromalogr~fico de liquidas de alta 

resolución requiere de los siguientes componentes: 

a. Recipientes de almacenamiento do la fase móvil. 

b. Sistema de bombeo de nlta prasión. 

lnyecto.r, 

d. Co J umna. 

o, Det~clor, 

f. Registrador. 

Dentro dL"' los equipos cromatogrtdicos de l!quidos de alta 

resolución se han seguido dos tendencias, una es el oquJpo por 

módulos que da una gran versatilidad, !le pueden cambiar accesorios 

p¡1ra mánlt-nimfenlo pre>ventlvo o reparación. La desventaja de estos 

t1-quipos ~s la longitud de tuberJ.a e interfases que sl~ requieren, 

En cambio, el otro tipo de equipos, en gabfnote, tiene la ventaja 

dtt que cada parte está en un lugar pred!set'\ado, so opttmi;:a Ja 

lonsitl1d d€- las tuberlas pero cada componente os dificil de 

m~nipular para servJcfo, 

.a. Rt.:cl pi c11tes deo Alma.::enamienla d~ la Fase Móvil. 

Se· pueden emplear recipientes de vidrio, acero ino>cidable o 

pltí.!Otfco inerte. La toma del disolvente .!le hace a través de un 

filt.ro para eliminar partlculas pequef"ías que puedan obstruir y 

dafbr al sistema de bombeo y a la columna. Es' recomendable tambfón 

fiJtrttr ,. fase móvi 1 antes de introducirla al Eistoma 

cromatogr.\ffco por un filtro de 0.2 µde poro, as! como eliminar 

los f:lt.SC-S disueltos Cgeneralmente presentes en las fases polares) 

como e 1 o>d geno que pueda provocar formación de burbujas qua 

afectán a la bomba, la eficiencia de la columna y al detoctor. 

Esto se eJJmfna medianle sonJcación, aplicac16n de yacio sobro al 
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recipiente que contiene a la fase mientras se agita el liquido con 

un agitador magnético y/o 1 igero calentamiento del liquido 

mientras se purga con ~ 2 6 algún otro gas inerte menos soluble. 

b, DOKllhS. 

Las columnas empleadas en CLAR ofrecen una resistencl¡¡ al 

t lujo muy elevada y para evitar que los an~l .isis sean 

extremadamente lentos, se requiere de un sistema de bombeo que 

permita aumentar la velocidad de flujó de la fase m6Vl l. 

Estos sistemas deben ofrecer una presión alta de operac1Cn 

<aproximadamente 6000 psi>, un intervalo de volúmenes ampl lo de 

0.5 a 10 ml/mln, flujo constante reproducible, as! como 

taci 1 ldad para hacer cambios de fase m0\111 y ! implar el sl•tema. 

Existen dos llpos de bombas: las 'neumaticas y \as mecantcas, 

de las cuales hay reciprocas <pistón> y de dcsplazamlento 

continuo. 

TIPO DE BOMBA PRES ION VENTAJAS DESVENTAJAS 

MAXIMA ·'°'.'.' 

RECIPROCA 600 atm Se cambla r :.e! 1 y Flujo en pulsos y no 

r:S.pldo de tase en terma continua y 

m6\I! 1 uniforme. 

Fac! 1 mantenlmlen. 
to 

DESPLAZAMIENTO 340 atm Flujo uniforme y Costo elevado. 

CONTINUO continuo 11 bre de D!f!cultad para 

pulsaciones. 11 enar la bomba con 

la nueva fase mÓvit. 

Tiempo de an:SI 1 sis 

limitado 

,NEUMATI CAS 400 atm Flujo 1 ibre de Capacidad ! imitada en 

pu 1 Gaclones y son el volumen total quo 

de presión cons-- puede bombear. 

tanto, 
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c. INYECTORES. 

Estos deben tener un d1sel"io especial ya que deben resistir 

presiones elevadas, tener vol Unenes pequel"tos para que al 

introducir la muestra no se contribuya al ensanchamiento de los 

picos significativamente. La mayor!a de los inyectores son de 

flujo continuo con limites de presión adecuados. 

Generalmente SE> emplean v..\lvulas inyectoras en las que la 

muestra se introduce mediante una jeringa, desplaza al 11quldo y 

llena el espacio interno de una pequerta porción de un tubo capilar 

de acero. La muestra se inyecta en Ja columna accionando la 

v3.Jvula de forma tal que Ja disposiciOn de entrada y sal ida se 

coloca en posición para que el flujo pase a través del tubo 

capilar.De esta manera es posible inyectar volUnenes pequel"íos con 

alta reproductbilidad. ~ 
En el monttoreo de rarmacos, as1 como en el trabajo rutinario 

son una gran ventaja los inyectores autom..\ticos en los que se 

puede programar hasta 96 viales con muelillra para ;:¡ue se inyecten 

de 1 a 9 veces, ya sea a vol únenes constantes o var lab 1 e& en 

al lcuotas desde 1 hasta 2000 µI. 

En los inyectores automatices, el operador define ciertos 

parMetros respecto a la toma de la muestra, as1 como un 

diagnóstico interno que permite monitorear al sistema, a la 

tase móvi 1 y a _las muestras antes y durante cada corrida para 

·identificar las condiciones del Instrumento que pudieran afectar 

el anal is is de la muestra. 

El funcionamiento de este tipo de inyector es manejado por 

cinco sistemas: el de control <electrontco>, el de flujo, el 

neum.lttco, el de transporte de Ja mue1tra y el lavador de la 

jeringa, 

d. COLUMNAS. 

La columna es la parte medular del sistema cromatogr~tico, ya 

que ah1 se 1 leva a cabo la separación de Jos compuestos. E1t~ 

compue1ta de un segmento de tubo de algún material Inerte como 

acero inoxidable capaz de resistir altas presiones. La longitud 
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V&ria de 10 a 25 cm Y de ) a 4 mm de diJinetro interno. En los 

e1<tremos de las columnas se tiene• un disco de tef 1 ón o metal 

poroso pan. evitar que el relleno de la columna se afloje o se 

pierda. Sin embar¡;o, este disco no debe producir una calda de 

presion grande. 

Los empaques de las columnas idealmente deberlan ser de 

tamai"ío muy pcquef"io y regular, tal que en un tiempo mlnimo, se 

obtuviera el m.:S.ximo dE- resolución de los compuestos, as! como la 

mj,xima capacidad de la muestr~ con facilidad de introduccton a la 

columna y producir una mlnima calda de presten. 

Los emp~qu~s de las columnas se pueden dividir en dos: 

ªª Nu pol.ln~1·i..:os. Bti.sicamente son a base de sllice; algunos son 

de Oxido de aluminio y otros materiales como el su\tato de calcio, 

Este tipo dE" empaques son los empleados en la mayorla de las 

columnas ele fa.su Inversa, tase normal, algunas ele intercambio 

lónico y exclusión. 

L. Puli1rerlc.:,s. Prlncipalrn~nte consisten en uniones cru~adas como 

estli~no-dlvinil benceno y son empleadas principalmente en 

lntcrcamblo iónico. 

Fas~ 1101 mal. 

L.:i. miaYOria d¡;o los cnnpaque~ son de. sll lce. La separaclon de 

los compucstcis ~e 1 leva a cabo por la intaracción .entre los grupas 

si lanoles activos y los anal itas. Dado ol largo tiempo para llegar 

al equi 1 lbrio, E:S de poco uso para E:.<\ monitoreo de t~rmacos, 

adem.l.s de que la. fa.SE' móvi 1 est~ constituida por disolventes no 

poi are .. :; .·, 1.:: • '. 1;loroformo, que adem.l.s deo tóxicos <en su mayor1a) 

son d~ costo elevado. 

Fas~ inversa. 

Estos empaques son deo s 11 ice de 5 a 10 µ de tamaf'io '5ª 
parllcula con cadenas de C-18, C-8 o algún otro grupo no polar 

unido qulmicamente como ul grupo ciano, feni lo, amino, otc. Las 

tases móviles empleados en este tipo de cromatograf la son polares, 

y en general se usan soluciones amortiguadoras de diferentes sales 

me;:c 1 ad&.s con a 1 gún cosolvente: metano!,, acetonltrl lo, 

tetrahidrofurano, etc. 



27 

La separación se basa en varios mecanismos tal como puentes 

de hidrógeno o tuerzas de Van dar Uaals, mecanismos de partición. 

Intercambio l6nlco. 

La separación se basa en las diferencias en Ja interacción de 

la molécula con el empaque dado el grado de ionización debido al 

pH de la fase m6v11. Estos empaques son resinas que pueden sor de 
+ 

intercambio antonlco < -NH 4 y NH2 > y se obtiene en forma de 

cloruros, o de intercambio catiCnico < -so
3

> GUB se adquiere en 

forma de sales de- sodio. En general, son menos eficientes que las 

de fase inversa y su aplicación al monitoreo de f..\rmacos es 

reducido. 

Exclusi6r1 o pcrmeación en gel. 

En este tipo de cromatogra11a, las molé-culas so separan de 

acuerdo a su tama~o y el compuesto de mayor peso molecular eluye 

primero. El intervalo de pesos moleculares dentro c:J.1 cual es Uti 1 

la columna, est.\ determinado por dos limites: el Inferior, J tomado 

volt:uncn de permeaci6n, por debajo del cual todas las moléculas de 

menor tamat'\O son dlfuudidas dentro de los poros del matarla! y ot 

volúmen de e>eclusi6n, por encima del cual todas las moJeculas deo 

mayor tamano no penetran en los poros. 

e. DETECTORES. 

Existen diferentes tipos de detectores que se puodon 

cla11f1car como universales y espec1f1cos. Dado que la mayorla de 

los compuestos org~nicos, especialmente los f!lrmacos, tienen en su 

estructura qu1mica dobles enlaces, el detector que so podr!a 

oalttlcar ca~, universal es el de uttravloteta. Do cualquier 

manera se cuenta con una serle de detectores sumamente ospec1tlcos 

'>' selectivos como el de ftuoresc'cncia, el 

totoconductlvldad, el de radioactividad, 

masas, el de indice de refracción y 

eleotroqu!mico, el do 

el espectranetro de 

et d• infrarrojo. A 

continuac16n se mencionan algunas de las caracteristicas de tos 

detoctores rn~s empleados en el monltoreo de t~rmacos. 
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Detector Ultravioleta. 

Su funcionamiento se basa en la absorción de la luz por parte 

de la muestra al pasar a través de ella un haz de luz 

monocromático ultravioleta. 

Existen dos tipos de detectores UV. El de longitud de onda 

variable, cuya principal ventaja es Ja de poder s9leocJonar la 

longitud de onda Optima para la muestra, o sea, donde se tanga el 

maxtmo de absor~ancia, y el de longi
0

tud de onda tija que emplea 

ft 1 tras a 214, 254, 280 y 313 nm y una 1 :ampara de deuterio a baja 

presión como ruenle de luz UV. 

Estos detectores son insensibles a cambios en el flujo y en 

la temperatura, ademas tienen como caracteristtca que el volumen 

de Ja celda es d¡. 10 µI o menos para evitar el ensnnchamiento.~e 

Jos picos dado a factores externos. 

En la actualidad existen detoctorl!S capaces de hacer al 

barrido del compuesto para su posible identJficación en un flu.1o 

continuo mediante un arreglo de diodos, con Jo cual se puede 

monitorear stmult~neamente desde !90 hasta 600 nm en milisegundos, 

La· r.::.dlacton de la ltimpara de deuterio pasa a través de un lente y 

un obturador hacia Ja celda de flujo. L~ radiación omitida se 

dispersa por una r·ejilla de difracción hacia el arreglo de 

fotodiodos. Estas seriales obtenidas pasan a un procesador de datos 

con Jo cual resulta la respuesta Cabsorbancia) en func16n del 

tiempo y de la longitud de onda, <19> 

Para el emFJleo de los deiectores de UV, 1 a pureza 

ospoctrosc..!ipica. de la fase m6vi 1 es impar tan te, sin embargo so 

re':'omtenda usar disolventes grado cromaÍ:ogr..\ffco en vez de grado 

espectro, ya que estos contienen conservadores que afectan las 

separaciones. 

Detector de Fluorescencia. 

Es uno de los detectores para CLAR mas sensibles con que
0

se 

cuenta, ya que se puede cuantificar hosta el orden de picogramos. 

Exlsten dos dJsel"íos: los e&pectrof1uor6tnetros que utilizan 



29 

monocromadores y los fluorCmetros de filtros que emplean filtros 

para seleccionar la radiación de excitación y la de emisión. 

En algunos casos, cuando la muestra no tiene propiedades 

fluorescentes se pueden formar derivados antes o después d~ la 

columna que si tengan esta propiedad, 

Deleclor Eleclroquim!co. <20,21,22> 

La detección electroquimica se basa en un potencial 

amperométrico controlado. La diferencia de potencial 

predeterminado se aplica entre el electrodo de trabajo y el dt• 

referencia, por medio del cual se ! leva a cabo la roaccl6n 

oloctroqulmlca, Si el pote~cial aP,llcado es positivo, el electrodo 

os un fuerte oxidante <receptor de electrones> y por el contrario, 

siendo el potencial m..\s negativo, el electrodo es un reductor m~s 

fuerte (donador do electrones). 

Cuando un flujo del soluto pasa sobre. la superficie del 

electrodo colocado a un potencial con un valor lo suficientemente 

positivo, las moléculas adyacentes a ella son inmediatamente 

oxidadas y la corriente electrica provocada es monitoreada como 

una función del tiempo tFig. 8l. Dado que la cantidad de reactivo 

es proporcional a la concentración, la corriento so puedo 

relacionar directamente a la cantidüc! · dol compuesto elu1do de la 

columna en función del tiempo. Si las condiciones cromatogr.1ficao 

!le controlan cuidadosamente, la detección amperomélrica es muy 

precisa y sensible hasta el orden de pteomoles. 

" .\ 
Las celdas mas comúnes del detector son de una capa delgada 

en la que elClosl electrodoCs) activoCs) est..\ embebido on la pared 

de un canal formado por dos· bloques que estAn presionando a una 

membrana delgado. El volG."?1en de-- esta celda es de O.ta 1 µ1 1 por 

lo que el perfil de concentración de la muestra no so vo 

distorsionado. 
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Dadas las caracterlsticas del detector el el'ectrodo debe 

escogerse con cuidado, ya que Ja superficie de éste tJene que sor 

tlsica y qulmicamente inerte a la fase móvil en el potencial 

tljnda. Los electrodos más empleados.son el de carbón vtdrfado, el 

do pasta do c~rbón y el de mercurio, de los cuales el mAs vars~tll 

es el primero que es de un material qu!mlcamente resistente a caai 

todos los disolventes ·empleados en cromatografln, 'altamente 

conductor de corriente eléctrica y mec~nicamente rlgldo, Esta. 

ti rmf?monto embebido en un bloque de carbono t J uorado 

Ctluorocarbono) para formar el electrodo, y puedo emplearse en un 

intervalo amplio de potencial. 

Otro factor importante para !a detección eJectroqulmlca es Ja 

temperatura, ya que se requiere del transporte do moléculas o 

iones en solución, por Jo que antes de ! legar a la celda Ja 

muestra pasa a travós de un precalentador <Ftg. 91. 



ELECTRODO 
AUXILIAR -

S.'\LIDA 

~/ Vi:;la \ LlJ.6 R(lcrior1 

~~ 
FIGURA No. COMPONENTES DEL DETECTOR ELECTROQUIMICO. 
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Aunque lo mJs comun es que los anAI 1sis se real icen con un 

solo electrodo, existe la posibi 1 idad de uti tizar slmul taneamente 

dos electrodos de material, forma y .!rea superficial igual o 

dif~rente, as! como mantenerlos al mismo o ditPrentes potenciales 

de trabajo, con lo qu& se logra un incremento en Jos aspectos 

cualitativos y cuantitativos, incrementando la sensibilidad y la• 

aplicaciones de la detección electroqu1mica. 

Al trabajar con dos electrodos, estos pueden estar en forma 

paralela o en serie <Ftg. 10> y cada una tiene amplias 

apt icaciones. 

'• 

SERIE PARALELO 

-~Red Ox Red 

==? ffi61*J 
F l GURA No. 10 ELECTRODOS ACOPLADOS. 

Al emplear el modo en paralelo, los compuestos que eluyen de 

la columna pasan sobre cada electrodo ni mismo tiempo, con lo cual 

se pueden determinar m~s de un compuesto en un cromatagrama ni 

fijar, los electrodos a dos potenciales diferentes, siendo uno m.\9 

selectivo que el otro. 

Al utilizar los electrodos en serle, el compuesto pasa por un 

electrodo e lnmediatamonte por el otro y, en alguno& casos, se 

pueden aumentar los limites de detecc16~ y la setcctivtdad, debido 

a que algunos compuestos se oxidan o roducun lrroversiblemente Y 

por lo tanto ya no ve detectan on el segundo electrodo (18>. 



33 

La fase móvil que se emplee con este detector tiene algunas 

limitaciones. La primera es que debe existir un e!\ectrol ita, 

generalmente a una concentración entre 0,01 a 0.1 M: el disolvente 

debe tener una constante dieléctrica lo suficientemente alta para 

permitir la 1onizac16n del electrolilo y finalmente, la tase m6Vll 

debe ser electroqu1micamente inerte a la superficie del electrodo, 

Por esta raz6n es que bAsicamenle se emplean métodos basados ya 

sea en fase inversa o en intercambio i6n1co. 

Finalmente, cabe mencionar que las sustancias quo pueden 

analizarse mediante el detector electroquimico son aquellas 

susceptibles a ser o>Cldadas o reducidas. De las primeras so tienen 

los compuestos fenól icos, aminas aromaticas y tioles entre olros, 

y para emplear el modo reductivo, se tienen a las qulnonas, 

compuestos nitro, nitroso, etc. <Fig. 11> 

f. Integradores. 

Para obtener resulta dos ópt l mos, se requiere de un 

registrador de alta velocidad, el cual dé una respuesta l'ln e9cala 

completa en 1 segundo o menos, un valor de impedancia de entrada 

alto, un ruido de rechazo mlnlmo y velocidades de carta variable~. 

Conjuntamente con 

proporc 1 ón, en la 

los reglstradore&, 

actualidad se est:in 

pero en 

empleando 

mayor 

los 

integradores, los cua 1 es ca 1cu1 an 1 as Are as o 1 as al turas de 1 os 

picos de tos cromatogramas y otrecen diversas perspectivas, 

dependiendo de la marca y modelo. 
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FIGURA No. 11 (CONTINUllC!DN) 
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!!.~.O. CROKATOGl!Af!A POR PAR IONICO <23> 

a. Int.roducc16n y Fundamentación. 

Al anal izar .1cidos o bases por cromatograf!a de l lquidos en 

tase inversa se tiene la opción de hacer mA.s ettclente y selectiva 

ta separación de los compuestos, empleando un contra16n en la fase 

móvil, lo cual se conoce como cromatogra.fia de par iónioo. 

Este tipo de cromatogratia de liquidas se fundamenta en la 

formación de un complejo entre el l6n.del analito y al contralOO 

proveniente de ur. reactivo adecuado, El efecto del soluto es la 

modlflcac16n de su polaridad, en general por una neutralización 

completa de su carga mediante el contral6n de carga opuesta. 

b. Mecanisroos de la Cromat.ografia de Par l6nlco. 

El par i6nico es una asociación coulombica formada entre d~ 

iones de cargas eléctricas opuestas, El grado del apareamiento u• 

ver A afectado por las cargas el éetricas que se presentan, la 

constante dieléctrica de los disolventes, la distancia entre los 

iones y la temperatura. Bajo ciertas condiciones se pueden dar 

asóclaclones mül tiples, algunas menos importantes como la• 

interacciones de puentes do hidrógeno. 

Para explicar 'et proceso que ocurre en este tipo de 

cromatograf1a se han propuesto varios modelos. El primero ae 

extrapola de la teoria do oxtraccl6n de par t 6nlco 

liquldo-llqutdo. Este mecanismo consiste en lo siguiente: 

(es )ac~ ( e S )org 

El Ión del soluto <S-l cargado negativamente forma un 

compl
0

ejo en la tase acuosa con un central 6n cargado positivamente 

<C+), El complejo neutro se somete a un equl 1 ibrlo de reparto 

entre la tase acuosa y la tase org~nlca. Se debe notar que en e1te 

modelo el complejo se forma en la fase acuosa, pero de cua1qulor,. ,, 
manera experimentalmente e&te no es el único mecanismo o el 

doml nante. 
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El segundo modelo propone que Ja parle de Ja molécula del 

contralón. que es solvot11ica para la fase estacionaria predomina 

en Ja mitad solvot'óbica. El mecanismo se puede expl lcar con el 

siguiente ejemplo: 

+ ( e S )org 

El reactivo dal contra!ón se adsorbe en la fase org.1nica y el 

Ión con carga positiva está. 1 ibre para reaccionar con el 16n del 

soluto con carga negativa en Ja tase acuosa. La adsorc:_\01 de la 

parte solvof!J tea del reactivo del cent ratón en la tase 

estacionaria se comporta como un entercamblador Jónico din.1mtco. 

Se ha propuesto un tercer modelo en el que no se involucra ni 

Ja formación de un par !6nico ni un intercambiador iónico, sino 

una interacción tónica donde ocurren fnteraccionoG de tipo 

coulombtcas y de otras fuerzas que conducen al analtto a una 

afinidad o rechazo por la fase mOvil o estacionaria. El modelo 

establece que los iones del contraiái se adsorben en Ja fase 

ostacJonarla donde el efecto es crear dos capas, cada una con 

Jonos de la misma carga. Los iones del anallto se colocan en Ja 

segunda capa y son atraídos hacia la primera para neutralizar Jos 

campos. 

Excepto en muy. pocos casos, el ten6neno completo de par 

iónico en cualquier separación se debe a un grupo complejo de 

mecanismos separados que incluyen a los tres modelos anteriores. 

c. Tipos de Cromalograf1a con Par Iónico. 

Aunque es posible clasificar a esta clase de cromatograf!a 

en varias. subdivisiones, las m.is comúnes son la fase normal Y la 

fase inversa. En Ja tase normal el contralón ae encuentra en J~ 

tase estacionarte acuosa. La desventaja principal es la de no 

poder controlar el recubrimiento del soporte, e• pierde taso 

estacionaria durante el uso de la columna y posiblemente exista 

adsorción residual en el material de soporte. 

Al emplear tase inversa el contra16n s• encuentra en la tase 

móvil. La fase estacionarla est~ unida quimicamente al soporte, so 
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tiene alta estabi 1 idad y se requiere poco tiempo para que se 

equilibre la columna. 

Debido a que en el método empleado en la presente tests •e 

trabajó con fase inversa, d11 aqul en adelante 1 solamente se 

considerará este tipo de cromatografia. 

d. Consideraciones Generales. 

Este tlpo de cromatografla se 'Bmplea cuando se tiene poca 

resolucl6n, retención y asimetrla de tos picos, o se requiere 

mejorar la resoluciOn de una mezcla donde Jos compuestos 

ionlzables se doben separar, en cuyo caso, el empleo de par iónico 

aumenta la selectividad del sistema cromatograttco. 

La obtencl On de un buen resultado en este tipo de 

cromatografi& depende del control del factor do capacidad (k')m 

para cada salute de Ja muestra. Dado que k' depende de tres 

factores principalmente: Ja fase móvil, la fase estacionaria y el 

contralón, 1e tiene que para aumentar la k', se puede hacer 

cualquiera de lo siguiente: 

a. Aumento de la cantidad de faso estacionaria, 

b, Aumentar la l lpof 11 icidad de la fa9c estacionaria, 

c. Aumento 

contra! ón. 

de la hidrofobicidad y de la concentración del 

d. HAxlma ionización del analilo <pH óptimo), 

e, Aumento de la concentración e hidrofobicldad del cosolventa 

org.inico. 

t. Disminución d8 la temperatura de la columna. 

CONTRAION 

La clase del contraión, tamaf'io y concentración son de suraa 

importancia para la separactoo. El tipo de contrai6n que so emplee 

deponde del anal tto, si es una base fuerte <pKa >> 8) o déC'.)1 

<pKa << 8>. También, a mayor hidrofobtcidad sera mayor el factor 

de capacidad, Respecto a la concentración del contra16n, al 

aumentar esta, aumenta la re tonel 6n hasta un cierto punto donde 

empieza a disminuir, lo cual se puede expl lcar modianto la 

formación de núcleos quedando de esta manera muy pocos oontraionos 

libres para complejar el ton del anal!to. 



" DE COSOL VENTE 

En general, a mayor concantreci6n del cosolvente, o &ea, el 

modificador organice de Ja polaridad reduce k' del anal!to. 

Para solutos ácidos con pKa << pH de la fase acuosa, el 

soluto formarA un par l6nlco, mientras que cuando pKa >> pH, los 

solutos .\cides se pendran en oquilibrio con la fase móvil como 

acidos libres. Si el par iónico no se forma completamente, se 

puede provocar el ensanchamiento de los picos. Sl al pH de la tase 

varia, debido a una falta de buffer, los tiempos de- retención 

cambiaran de una corrida a otra. 

EFECTO DE LA-TEMPERATURA 

Dado que Ja temperatura atecta el equilibrio de reparto entre 

dos tases, un aumento de la temperatura dlsminuirA el valor de k' 

de los pares l6nicos. 
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11.3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS <24> 

II. 3. A. I NTROí.•UCCI ON 

En el desarrollo de un método anal,1tico, como punto imperante 

se debe realizar· la validación del mismo, o sea, verificar &u 

efectividad, para lo cual se real iza la evaluación de la 

precl~ión, la exactitud, lét especificidad, la sensibilidad, otc. 

De esta manerb, la validaci6n de un método se pueda definir como 

ol conjunto de estudios de laboratorio mediante ol cual se 

establece la capacidad del método para satisfacer los requisttr5 

para las aplicaciones anallticas deseadas. 

II.3.0 CONCEPTOS DASICOS. 

a. LINEALIDAD 

La linealidad de un sistema o de un método anal1tico se 

prueba para. asegurar la proporcionalidad dentro de un intervalo 

detorminado de la rospu~sta o los resu.1 lados con respecto o lo 

concentración del compuosto. 

b. PRECISION 

Es el grado de concordancia entre los resultados analitioos 

individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente. En 

general, se expresa en términos de la desviación estAndar CD.E.> o 

del coeficiente de variación <c.v.>. 
La precisión es una medida del grado de reproducibi 1 idad y/o 

repetlbilidad del método analllico bajo las condiciones normales 

de operación. 

a. La ropet.ibilidad involucra la1 
'J 

de term i nac 1 anos 1ndepend1 ontes 

realizadas por el mismo analista usando Jos mismos aparatos Y 

tócntcos. 
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b. La reproducibilidad involucra a las determinaciones 

independientes realizadas por diferente& dias en el mismo y/o 

en diferente la laboratorios utilizando el mismo y/o diferentes 

equipos. 

c. EXACTITUD 

Es Ja concordancia entre un valor obtenido experimentalm&nta 

y el valor de referencia. Se expresa como el porcentaje de recobro 

obtenido del analisis de la muestra a la cual se le adicionó una 

cantidad conocida de ~a sustancia. 

d. LIKITE DE CUANTIFICACION · 

Es la menor ooncentraci6n de una sustancia en una rauestra la 

cual puede ser determinada con precisión y exactitud aceptable 

bajo tas condiciones de operación establecidas, 

e. LIMITE DE DET~CCION 

Es la. m!nlma concentración de una sustancia. en una muestra 

que puede ser detectada, pera no necesariamente cuantt t lcada baje 

las condiciones de operación establecidas. 

f, ESPECIFICIDAD 

'.\ 
Es la capacidad de un método ana11tico para obtener una 

rospuesta debida solamente a la su9tancia de interé9 Y no u otrou 

componentes de la muestra. 
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g. TOLERANCIA 

Es el grado de reproducibilidad del método anallttco obtenido 

por el anál\isis de la m!nlma muestra bajo modificaciones de las 

condiciones normales de operacl ón ta 1 es como diferentes 

temperaturas, columno.s, cambios en la tase móvil: pH, porcentaje 

de disolvente, etc. 

h. t;SI"ABILIDAD 

La evaluación de la estabilidad determin• el periodo de 

tiempo en el cual una solución puede retenerse antes de su 

an.111sts sln comprometer la exactitud. El retraso del analtsis va 

mas al Ja del procedimiento del 

inesperados debidos al equipo. 

método per se, incluyendo retrasos 

., 
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1 l 1 DESARROLLO 

III.1 REACTIVOS 

A 1 fa-me ti 1 dopa 

Dlh!droxtbencilamlna CDHBA> 

Acetato de sodio 

Acldo citrf co 

Octanosulfonato de sodio 

EDTA d!s6dlco !T!tr!plex 111) 

EGTA Cti.cldo eti lengl lcol 

-bis- ( (1-aminoetl le ter >-
N,N,N'1N1-tetrac6tlco> 

Glutatl6n forma reducida CGSA> 

Trizma base 

Alúmina 

Acido acético glacial 

Hetanol grado cromatogrAfioc 

EXPERIMENTAL 

-AMPHAR BV 

-SIGMA 

-J. T. BAKER 

-J.T. BAKER 

-SIGMA 

-Herck 

-SIGMA 

-SIGMA 

-SIGMA 

-SIGMA 

-J.T. BAKER 

-Dmnlsolv 

Acetonitrilo grado cromatográflca -Omnisolv 

Plasma 

Agua grado HPLC <14-16 Hocohms> 

Cafeina anhidra 

Proprano 1o1 

Hldroclorotiazlda 

e 1 orotinzida 

DoRamina 

Normetanefrlna 

OaoKiepinefrlna 

Arlerenol 

Noradrenal !na 

Adrenalina 

L-Dopa 

-Proporcionado por el Instituto 

Nacional de Nutric,tón. 

-Proporcionado por Laboratorios 

Bes t. 

-SIGMA 

-Proporcionada por ~aboretorlos 

Aplicaciones Farmac~"utlcas, 

-SIGMA 

-SIGMA 

-SIGM/, 

-SIGMA 

-SIGMA 

-Horck 

-ICN 



11.2. EQUIPO Y MATERIALES 

Balanza anal!t1ca Hettler modelo AE 260 

Equipo de agua H!!!!-Q 

PotenclaTietro Beckman modelo </AS 

Ba~o de ultrasonido Cole-Parmer modelo 8851 

~quipo de filtración Hillipore con membranas para: 

disolventes orgánicos Gelman Soiences do 0.2 µ 

disoluciones acuosas Gelman Solence9 de 0,2 µ 

Hlcroplpetas Labsystems Flnnplpette 

Pipeta automática Eppendorf 

Tubos de ensaye de 13 • 100 con tapón de ro9ca 

Tubos de ensaye de 13 • 100 de fondo cónico con tapón de 

rosca, 

Agitador Vortex Thermotyne Haxl Mlx 

Centrifuga Beckman modelo TJ-6 

Bombn de dos pistones Uaters modelo 510 

Inyector automático Uaters modelo 712 WISP 

1,7 

Columna· de acero ino><idab\e Nucleosi 1 C-18, Tamei'\o do partlcula 

de 1 O µ, 25 

Hacherey-Nage 1 

de loncltud y 4 mm de dl.1metro Interno, 

Detector ampero1nt:trico Bioanalylical Systems CBAS) con los 

siguientes módulos: 

Compartimento de la celda CC-4 

Controlador amperométrlco LC-48 

Controlador para el precalenlador LC-22A 

Integrador Uaters modelo 745 

111.3. CONDICIONES EXPERIMENTALES 

III.3.A. PREPARACION DE SO~UCIONES 

Solución de Adsorcion. 

Disolver 24.22 de TRIS y 0.2 de EDTA d!s6d!co en 

aproximadamente 75 mi de agua erado HPLC. Ajustar al pH a 8,9 ± 

O.OS con acido acético glacial. L..Levar a vot.umen do 100 mi con 

agua HPLC. 



Solución de Lavado 

Disolver 1 g de TRlS en aproxlmadamente 400 mt de agua grado 

HPLC. Ajustar ol pH a 8.9 t O.OS con una soluc!On de EDTA al S %. 

Llevar a volumen de 500 mi con agua grBdo HPLC. 

Solución de EDTA al 5~. 

Disolver 5 g de EDTA en 100 mi de agua grado HPLC. 

Solución Requlñdora A 

Pesar las siguientes cantidades: 

Acetato de sodio 

Acido cttrico 

Octanosultonato de sodio 

EDTA 

6.6906 

6.3172 

1. 02 

0.0376 

<SO mHl 

<30 mHl 

<S mHl 

<0, 1 mM 

Dlsolver en aproxidamente 900 mi de agua grado HPLC. Ajustar 

el pH a 3.35 t O.OS con ácido acético glacial. Llevar a volumen de 

1000 mi. Filtrar a través de una membrana de 0.2 µde tamarío de 

poro. 

FaSe M6v!l 

Mazcla.r 92 partes de solución reguladora A con 8 partes de 

metano l. Fi 1 Lrnr a travCs de membrana de 0.2µ de tamaf'fo de poro. 

Sont car durante 3 minutos para degasit loar. 

Solución da EGT/VGSA. 

Disolver 1.0B g de EGTA, 900 mg de GSA en 6 mi de agua grado 

HPLC. Pilri• su completa disolucion, adicionar unas gotas de una 

soluc16n de hidróxido de sodio 5 N, ajustando el pH a 5.0 ± O.S. 

Llevar a volumen de 10 mi con agua grado HPLC. 

Agua HPLC pH 4.0 

Ajustar al pH de agua grado HPLC o. 4,0 

acótlco d1 luido < 1 :200l. 

Solución Eslhndar de a-mellldopn. 

'·' 

o. 05 con A.el do 

Pesar con exactitud o1 oquivatente a 7.0 mg de o-metl1dopa. 

Transferirlo cua.ntitatlvamente a un matraz volumótrlco do 10 mt. 



49 

Disolverlo con agua grado HPLC pH 4.0 y 1 tevar a volumen. Esta 

sotuclón tiene una concentración de 700,000 ng/nú. 

Tran9ferir una aliouota deo LO mi de la soluciOn anterior e 

un matraz ~olumétrico do 100 m\. Llevar a volumen con agua grado 

HPLC pH 4.0. Esta soluctón tiene una concentración de 7,000 no/ml, 

Solución de Es~~ndar In~erno. 

Pesar con eMactitud el equivalente a 6.0 me de DHBA, 

transferirlo cuantitativamente a un matraz volumctrico do 25 mi. 

Disolver y ! levar a volumen con aeua crndo HPLC pH 11,Q, 

Concentración de t 240,000 ng/mJ., 

Transferir una al !cuota de 1.0 mi a un matraz volum~trico dl' 

10 ml, llevar a volumen con agua grado HPLC pll 4,0. Concentración 

de 2.S., 000 ng/m.l, 

Tr3nsfer1r una alicuota de 0.125 ml de la solución anterior a 

un matra= volumétrico de 25 ml, Llevar a volumen con acetonitrtlo, 

Concentración de 120 ng/ml, 

111.3.D. PREPARAClON DE CURVAS ESfANDAR. 

Se preparan dos curva~ ast~n.dar. La primera es una curva 

ost..\.ndar en medio acuoso con la finalidad de poder evaluar la 

exactitud de método. La segunda es la ourva estindar en plasma que 

se utilizar.a a lo largo de la vatid~ción del mctodo Y ta 

apl lcaclón del mismo. En ambos casos, se colocan las cantidadcg de 

las soluciones indicadas. 

L. CURVA ESTANDAR EN MEDIO ACUOSO. 

Tabla No. !. 

li. CURVA ESTANDAR EN P~ASMA. 

Tabla No. 2. 

" •.l 



METILDOPA 

C7000 ng/inl) 

e ml ) 

0.075 

0.145 

0.355 

0.715 

1. 430 

2.145 

2.055 

3.575 

TABLA No. 1 
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D H B A AFORO FINAL CONC. FINAL 

(24000 ng/ml) CON BUFFER A DE a-METILDOPA 

( ml ) ( ml ) ( ng/n\l ) 

0.05 10.00 52.5 

0.05 10.00 101. !l 

0.05 10. 00 240.5 

º· 05 10.00 500.5 

0.05 10.00 1001. o 

º·O!> 10.00 150!.5 

0.05 10. 00 1090.5 

0.05 !0.00 2502.0 

CANTIDADES DE o-METILDOPA Y DIIUDROXIUENCILAMINA 

NECESARIAS PARA LA PREPARACION DE LAS CURVAS 

ESTANCAR EN MEDIO ACUOSO. 



lc.-HETILOOPA 

10'000 ng/ml) 

! < ml ) ¡ 
0.075 

1 
0.145 

1 
0.355 

o. 715 

1. 430 

2.855 

1 
3.575 

SOLUC!ONI 1 

EGTA..-GSA 
1 

PLASHA 

e ml ) ! e 1111 ) 

0.05 6.125 

0.05 6.125 

0.05 G.125 

0.05 6.125 

0.05 6.125 

0.05 6.125 

0.05 tl.125 

0.05 6.125 

AFORO FINAL¡ 

CON !1
2

0 pll 4

1 
e mi ) 

10. 00 

10. ºº 
10. 00 

10. 00 

10.00 

10.00 

10. 00 

10. 00 
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CONC. FINAL/ 

DE HETILDOPA 

( ng/ml ) 

52.5 

101.5 

24.0.5 

500.5 

1001.0 

1501. 5 

1008.5 

2502.0 

TADLA No. 2 CAIIT!DADES DE a-l<ETILDOPA, SOLUC!ON ESTADILIZA-

DORA DE EGTA..-GSA Y PLASMA PARA LA PREPARACION DE 

LAS CURVAS ESTANDAR. 
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III.3.C TRATAMIENTO DE LAS MUESfRAS 

El procedimiento para el tratamiento dei las muestras consta 

de cuatro etapas: 

i. PREC 1P1TAC1 ON DE PROTE 1 IMS. 

A una a! !cuota de 1 mi de plasma colocada en un tubo de 

ensayo dei 13 • 100 mm con tapón dE- rosca, adicionar 1 .• 0 mi de la 

solucl~ de DHBA Cconcentroci6n de 120 ng/ml en acetonitrt lo>. 

Agitar en vórtox durante 1 minuto y centrifugar por 10 minutos a 

2500 rpm. 

((, ADSORC 1 ON. 

Transferir el 9obrenadantv du cada tubo a otro de 13 • 100 mm 

det tondo eón leo con tupón do rosca qud contenga 100 rng de al únlna 

y 0.5 mi de Ja solución de adsorción, Tapar hermcticamente y 

agitar en vórtux durante- 15 minutos, Verificar que Ja agitación 

sea homogénea. Centrifugar 10 minutos a 2500 rpm. Aspirar y 

desechar o 1 sobronadante. 

iii. LAVADO. 

Adicionar a cada tubo 1,0 mi de la solución de lavado, Agitar 

en Vórte)( por 1 minuto. Centrifugar por 5 minutos a 2500 rpm. 

Aspirar y desechar el sobrenadanle. Este paso se repite por un 

total do tres veces. 

iv. ELUCION. 

Adicionar a cada tubo O.S mi de la solución reguladora A. 

Agitar en vórte)( durante S minutos. Cuntrifugar por lú minutos a 

2500 rpm. 

·Transferir ol sobrenadante a viales de 300 µI do capacidad o 

inyectarlo ul sistema cromatogr:,.tico, el cual ha sido acondi

cionado con la fase m6vi 1 a un flujo de 1.6 ml/min, el electrodo 

de trabajo colocado a un potencial de •750 mV, una escala completa 

de 10 nAmp y el precalcntador de la fase m6v11 a SO•C. 

53 
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111.4. PARAMETROS DE VALIDAC!O~. 

III.4.A. LINEALIDAD. 

a. Linealidad del Sislem.3. 

Se inyectaron por dup! icado cada una da 1 as ocho 

concentraciones de la curva estjndar sin tratar durante cuatro 

dlas. As!., sa evaluó la respuesta del datactor en un fntervnlo do 

52.S a 2500 ng/ml al graf1car la altura relatlv::i de a-meti ldopn en 

función de su concentración. 

b "' o i! o. 99 

Rr~sul l."ldO 

En Ja tabla No. 3 se muestran los resultados de la~ al turas 

relativas obtenidas para cada una de las ocho concenlraciones. 

Ht>dianto un an~l ls!!l de regresión se observaron los 

siguientes par:i.metros CGráf!ca No, 1): 

n = 32. 

b -0.0032 Intervalo de Conf ianzn<A 95,., 0.2761 a 0.21396 

m 0.0092 Intervalo de Cent lanza <A 
95"' 

0.0090 a 0.009ti 

r 0.9962 

r2= 0,9963 

Con estos resultados se puede concluir que existe una 

relacl6n ni tarnente sicnificatJvn entre la conccntreción do 

mutildopa <ne/mil y l¡;a respuostn C altura rulativa l, Y quo la 

ordenada de esta relac16n lineal pasa por el or!g~n. Por lo tanto, 

el modelo mat~m.\tfco quP de!.'lcrlbe est;e compo!"tnmtento est:i dado 

por la ecuación de la recta: 

y 0.0092 • 



CONCENTRACION 

DE HETILDC'PA 

e ng .... utl) 

52.5 

101. 5 

2'18. 5 

500.5 

1001. o 

1501.5 

10UB. 5 

2502.5 

TADLA No. 3 

A L T U R A R E L A T I V A 

D I A 

1 2 3 4 

0.4321 o. 4611 0.4625 0.4245 j 
o.Qoo2 0.8093 0.9074 O.ll601l 

!. 0917 2.20!30 2.2132 2.0257 

4. 4601 4.fiOOQ 4.7175 4.2Q47 

9.5054 0.1010 9.3350 0.7585 

14. 3506 14.. 3513 15.1583 13. 0601 

10. 5369 10. 4207 18. 9088 17.60611 

22.5608 22. OU:il 23.0876 22.2030 

ALTURAS RELATIVAS DE METILDOPA OBTENIDAS DE 

LA CURVA ESTANDAR EN MEDIO ACUOSO SIN TRATAR 

DUPANTE 4 DIAS VERIFICANDO LA LINEALIDAD DEL 

SISTEMA 



LINEALIDAD DEL SISTEMA 
CURVA ESTANDAR SIN TRATAR 

ALTURA RELATIVA 
25 

20 

15 

10 

o 500 1000 1500 2000 2 500 

CONCENTRACION DE METILDOPA (ng/ml) 
GRAFICA NO. 1 n = 32 r = 0.9982 r1 = 0.9963 y = 0.0092 x 

3000 

=== - --~~===--
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b. Linealidad del Sistema en Medio Plasmálico. ... 

Esta prueba se hizo con la finalidad de verificar si la 

respuesta obtenida después del tratamiento de las muestras en 

plasma seguía el comportamiento lineal. 

Las muestras se trabajaron por duplicado en cada una de las 

concentraciones de la curva estandar en plasma de acuerdo al punto 

111.3,C., durante sais d!as. La linealidad de la respuesta ee 

evaluó nuevamente al anal izar la respuesta <altura relativa) en 

tunción de la concentración. 

b ~o r ~ o. 99 r
2 ~0.98 

Resultado~ 

La tabla No. 4 contiene los datos graflcados <Gráfica No, 2> 

de las alturas relativas obtenidas para cada una de las diferentes 

concentraciones, y que mediante un ana11sts de regresión se 

obtiene; 

n = 46 

b - 0.0963 Intervalo de Contianza(A 95l0 -0.3363 a O. 1437 

0.0095 Intervalo de Confianza CA 95") 0.0093 a 0.0097 

r . 0.9979 

r2• 0.9959 

De estos rusultados se puede concluir que eMi•le una relaclói 

altamente significativa entre la condentraci6n dtt metildopa y la 

respuesta del detector, aún despuós del tratamiento de las 

muestras, y que la grAfica obtenida pasa por el origen. El modelo 

materriAtico quo describe este comportamiento esta dado por la 

ecuación de la recta: 

y 0,0095 X 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA 
MEDIO PLASMATICO 

ALTURA RELATIVA 
30~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--, 

25 

20 

15 

10 

5 

o 500 1000 1500 2000 2500 3000 

CONCENTRACION DE METISDOPA (ng/ml) 

GRAFICA No. 2 n = 45 r = o.997'3 r' = 0.9959 y = o.0095 x 
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FIGURA No. 12 DLANCO DE PLASMA 
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FIGURA No. 13 ESTANDAR INTERNO DE llJDROXIBENCILAMINA A 

CUNCENTRAC!ON DE 120 ng/ml 

59 



FIGURA No. 14 CURVA ESTANDAR EN PLASMA CORRESPONDIENTE A LAS 
CONCENTRACIONES DE: 

i 
1 

1 

l.· 

a) 52.5 ng/ml e) 1015.0 ng/ml 

b) 101. 5 ng/ml f) 1505.0 ng/ml 

e) 240.5 ng/ml g) 1995.0 ng/ml 

d) 500.5 ng/ml h) 2520.0 ng/ml 
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Comparac16n, 2!! la Curva Est.anda.r ~ Medio Acuoso '.l. ~ Plasma 

~..Y.ó~ del Tralamient.o de las Mueslr~s. 

Por medio de la prueba t se compararon las pendientes de las 

curvas est~ndar tanto en medio acuoso como en plasma, la cual 

sigue el método anal!tico desarrollado. 

Hipótesis 

Dando: 

s 

s 

Criterio s!.!t 

Rosult.ado 

"1 

bl 

ml 
s • 
,..YIM,. 

Sy/x ,= 

(~ ,2 ____, __ 
n 

l 

:Dc2 
2 

o:. ,2 - --·--
"• 

Con gl "1•02-4 

=/ I: y 
2 - b tY - m l: xy ..... (21 

y/x 
n 

. s 
_ _2_ 

..... (3) 
y/ X y/ K -rr;--

Acept.asión 

ttab 2: t cal 

32 "2 46 

-0.0032 b2 -o. 0963 

0.0092 m2 0,0095 1\ 
'J 

o.•630 sy/x 
. o. 5333 

~ . 
0.4869 5 • 

y/xz 
0,5446 

.. (1) 



Susliluyendo en <1>: 

t . - 3. 246 . l °.-4 
ca 1 

/s.ess3 10-e (1.0436> . 
t • -3.274§ M 10- 4 

ca I 2.7401 . 10- 4 

Con gl 32 • 4~ - 2 "" 76, se obtiene un t de tablas a a;o::Q,05 de: 

1.992 

Dado que ttab ;. leal, se acepta la hipOtesis nula y se 

concluya que no hay diferencia signtttcaltva entre las pendientes 

de las curvas estttndar tanto 

plasm~llco con un 9S s de confianza. 

medio acuoso como en medio 

" 
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c. Linealidad y Exaclilud del M~tado. 

La lineJidad del método se evaluó con la cantidad de 

o~met1 !dopa recuperada en tuncion de la canttdad agre¡:ada. Para 

ello se 1nlerpo1a.ron las altura.s relativas de las m\loStrc;¡s en 

plasma en una curva est~ndar sln tratar. Estos an.11 tsis se 

realizaron durante seis d1as. Los resultados se muestran en Ja 

tabla No. 5. 

Cril~rio ~ Aceplación 

b ~o m :: 1 r ;,; O. 99 r
2 ~ O. 98 

Resultados 

Al graficar los resultados CGr..\fica No. 3), se obtuvieron los 

siguientes par~etros: 

n . 
b -
m . 
r 

r2= 

48 

S.2195 

1.0461 

0.9979 

0.9945 

Intervalo de Confianzac 9 S%)= ·-33.2745 a 22.6355 

Intervalo de Conflanzacgsx>= 1.0249 ~ 1,0673 

Dado que el intervalo de confian~a para Ja ordenada al origen 

incluyo al cero, se puede concluir que al me-todo carece de error 

slstem~tico constante. 

(,, 

Sin embargo, aunque existe una rqlaolón ".'altamanta 

slgniflcatlva de 1a cantidad adicionad~ y la cantidad recuperada, 

se observa que el intervalo de confianza para la pendiente da Ja 

curva es muy cercana a 1, pero estad1stJcamento m1>.ror, 1o cual se 

debe a que el motado presenta un error slstem~ttco proporcional 

por eKceso. 
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Al anal izar tos porcentajes de rocobro <Tabla No. 6>, se 

observa una l lgera tendt?ncia al aumento conforme la muestra 1 leva 

mas d1as guardada antes del analisis <Gr..\fica Na. 4). Este etocto 

es mucho más significativo en las concentraciones bajas, y esto 

eKpl lea e 1 error sislem~tico proporcional que existe. 

Probnblemente sea un tenCtneno de adsorción irreversible no 

centro lado. 
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TABLA !lo. 5 RECOBROS DE f\ETll.UOPA OBTF.lllOOS DE 1.AS llUESTRAS OE LAS CURVAS CSTANOAR 

EN PLASMA DURANTE SEIS DIAS PARA VERIFICAR LA LINEALIDAD DEL METODO 
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LINEALIDAD DEL METODO 
ng DE h'é:TILDOPA RECUPERADOS 

3000 --- -------------~~ 

2500 

2000 

1500 

1000 

500 

~---~----'------'------'---~...!___ 
500 1000 1500 2000 2500 3000 

ng DE METILDOPA AGREGADOS 

n = 48 r = 0.9979 r 2 = 0.9945 m = 1.0461 b = -5.2195 
a 

GRAFICA No. 3 "' "' 
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CAtv1BIOS DEL % DE RECOBRO 
DE METILDOPA 

% DE RECOBRO 
130~~~~~~~--~~~~~· 

120 
__________________________________________ ¿~ 

o 

50 ng/ml 

1000 ng/ml 

GRAFICA t.J,_,,, 4 

2 3 

100 ng/ml 

1500 ng/ml 

DIA 
_,..__ 
____.,,_ 

4 5 -6 

250 ng/ml -o- 500 ng/ml 

2000 ng/ml 
__,,_ 

2500 ng/ml 

o 

7 

.._, 
CJ 
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111.4.B PREClSION 

a. Precisión del Sislema. 

Se evaluó diariomente antes de inyectar las muestras de cada 

experimento, para lo cual se inyectaba una muestra de la curva 

estA.ndar por sexlupl lcado y can las alturas relativas ae obtenia 

el coetlciente de variocl6n mediante la ecuación: 

c. v. 

Resultados 

_s_ 
x 

c.v. "' 1.5" 

100 . 

En todos los casos, el coctlciente de variaciOO fué menor a 

1.s "• por Jo que el sistema se consideró qua era preciso. Los 

resultados de cinco d!as se muestran en la tabla No. 7, 

DlA n x s "c.v. 

1 6 0.9302 0.0003 o.ea 

2 6 0.9040 0.000() 1.06 

3 6 0.0391 0.0031 0.37 

4 6 5.3340 º·º'ºº 0.75 

5 6 6.3102 o. 0451 o.es 

TABLA No. 7 COEFICIENTES DE VAR!AClON PARA UN PUNTO 

DE LA CURVA ESfANDAR EN MEDIO ACUOSO DE

TERHONADO DURANTE SEIS DIAS PARA OBTENER 
LA P5tECIS'ION Oti:L SlST'EMA. 

'.I 
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b. Precisión del Método. 

La precisJCn se evaluC mediante el coeficiente de vartaciOn 

de los porcentajes de recobro obtenidos de las muestras en plasma 

después del tratamiento en seis d!as. 

c. v. ~ 15 " 

Resultados 

Al observar los coeficientes de variación de los recobros 

<Tabla No. 6), se observa que el método es preci9o a partir de la 

concentract 6n de 100 ng/ln 1, ya que donde se obtiene un 

coeficiente de variación de 13.6 ~. 

En la gr.ifica 5 se puede ver claramente como disminuye o) 

coettctente de variación do las concentraciones de 52.5 a 100 

ng/m), mientras que de 100 a 2500 ng/ml se mantiene en valeros 

bajos. Por lo tanto, el método es preciso a partir de la. 

concentración de 100 ng/ml. 



PRECISION DEL METODO 
COEFICIEIHE DE VARIACION 

25 ----------------~ 

20 

15 

10 

5 

o~·-----~---~---~---~---~ 
o 500 1000 1500 2000 2500 

CONCENTRACION DE METILOOPA (ng/ml) 

GRAFICA No. 5 

"============---~~-=~-~===~=====~-



111.4.C CANTIDAD ~INIKA CUANTIFICADLE. 

La cantidad minima cuantl!icable se estimó mediante dos 

criterios: 

a. Aquel la cantidad m1nima cuyo coeficiente de variación de 1• s 

determinaciones hechas a partir de plasma durante sets dias fuera' 

menor o igunl al 15 "· 

b. Hatem:S.tlcamente al grartcar la respuesta de las determinaciones 

hechas en plasma durante seis dias en función de la concentración 

del anal ita. De aqui so obtuvieron los par.lmetros de la recta que 

se empl~aron para realizar el c~lculo. 

Resul l.;i.do~ 

a. De acuerdo al criterio de cocflclente de variación, la cantidad 

m1nlma cuantificable ~s de 100 ng/ml 1 ya que el C.V., es de 

13. 60 "· 

b, De acuardo al c,álculo matemAlico, se observa un resultado 

similar. Al craflcar la respuesta relativa obtenida en función de 

la concentración <Gr.i.tica No. 2) 1 se obtuvieron los siguientes 

da tos: 

''ª E y2 7496.64 

r o.9979 l:Y 446.36 

r 
2 0.9956 E xy 791531.28 

m 0.0095 

b - o. 0963 

/ 

< I:Y
2 

> 
s y/• = --------------

" 

b E Y m E •Y 
• 'o • (4) 
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5 0.5333 
y/x 

2 5 y/x = 1.06668 

y y :!: 2 5 
y/K 

<S> 

y m• . b <6) 

Sl O, entonces y b, y sustituyendo en (5)' ... 
tiene que: 

y b :!: 2 5 y/x 
(7) 

y -0.0963 :!: ! .0666 

y - !. 1629 0.9703 

Dado que y m• b, y tomando en cuenta ol valor 

supcrlor del rango anterior, se obtiene que: 

y b 

m 

0.9703 + 0.0953 
0.0095 

112.14 ns/mi 

••• (6) 

Se observa que por los dos me-todos se obtlonen resul tndos 

semejantes, por lo que se concluye que la cantidad mlnlma 

cuantlflcable es de 110 ng/ml. 

Por otra parte, la cantidad mlnima detoctable es menor a 10 

ng/ml 1 ya que en las detorminaciones hachas de osta concontraci6n 

no se tuvo interferencia de ruido del equipo Cflg. 15>. 

Dado que ta cantidad m1nima detectable os menor a una d~'-cima 

parte de la cantidad mlnima cuantificable, ya no fué necesario 

determinar la primera experimentalmonte. Por otra parto, es 

necesario reco1·dar que las concentraciones mlnim.:..s de t:a.rmaco que 

so ostima cuantificar son alrededor de 100 ng/ml y esto indico que 

no es necesario buscar un l!~ite de dctocci6n menor. 
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III.¿.D. REPROOUCIBILIDAD. 

Se anal izaron por tri pi icado muas tras do 100, 500 y 2000 

ng/ml de a.-metl !dopa en plasma por dos anal islas en dos diferentes 

d!.ílS. Las alturas relativas se interpolaron en una curva est:i.ndar 

preparada en plasma por cada uno de los analistas en cada d1a. 

Con t>I objeto de ver si o1 mctodo es reproducible, y dl? 

acu~rdo n los criterios seeuidos en el Centro A. F. do Estudios 

Tecno!Oglcos, se compararon los coeficientes de variación global~s 

para C&da concentracton con aquel los obtenidos durante la 

evaluación de la linealidad. 

Los coeficientes de variación obtenidos para cada una de las 

conccrntraciones de manera global, deben ser manares que aquol los 

obtenidos durante la estimaci on de la lineal 1dad del mótodo. 

Sin embargo, para saber si la varianza obtenida elobalmonte 

se debe al di~f, al anal is ta, al nivel do concontración o a In 

tntcracct6n entre eltos 1 ro rcat~zar.1 un análisis de v&rianza 

considerando un experimento de dos factores, y en este caso, PI 

a.pi icar la prueba F de Snedecor, los valores de F calculadas 

dober~n ser menores que las F de tabla~. 

?1..~!~ttl lados 

Los porcentajes de recobra asl como su coof icionto de 

variaci~n se muestran en la tabla no. 8, 

Se observa que en todos los nivelefi de concentración 

empleados, los coeticlentes de variación son menoros que los 

obtenidos cuando se evaluó 1 ineal !dad del mótodo, Por os ta razon, 

se considera que el melado es reproducible tanto entre analistas 

como entre dias para un mismo analista. 
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100 ng/ml 

DIA 1 DIA 2 

ANALISfA 107. 45 109.77 

105. 32 109. 24 n • 12 

104.. 91 100.53 ;e • 106.64. c.v. EN 

s . 3.725 LINEALIDAD 
ANALISTA 2 104.83 111. 81 13.80 " 

100.50 108.93 c. v . • 3.49" 

'39.52 100. 74. 

500 ng/ml 

DIA 1 DIA 2 

ANALISfA 101. 79 96.35 

101.77 95.37 n • 12 

100.55 us.22 ;e a 97.62 c.v. EN 

s . 2.720 LINEALIDAD 

ANALISfA 2 98.32 90. 03 4.84. " 

97.93 96. "16 c.v . • 2.79 " 

'313.57 92.76 

2000 ng/ml 

DIA 1 DIA 2 

ANALISTA 105.05 99.16 

104..58 96.88 n • 12 

102. 53 95.84. ;e • 1 ºº· ·¡9 c.v. EN 

s • 3.554 LINEALIDAD 

ANALISTA 2 105. 98 99.84. 4.17 " 

104.18 99. 73 c.v. • 3.53 " 

!)'3.09 96. 59 

TABLA No. 8 "DE RECOBRO PARA LAS· DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 

KETILOOPA EN PLASKA EMPLEADAS PARA VERIFICAR LA 

RE:PRODUCIDILIDAD POR ANALISTA Y POR DIA 
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ANALISIS DE VARIANZA 

Considerando las medias de los resul tadis dei tabla No. 8, se 

obtienen los siguientes datos: 

FACTOR A FACTOR B REPETICIONES 

CONCENTRACION ANALISTA DIA 1 DIA 2 

100 105. 89 109.18 

2 101. 84 109.83 

500 101. 37 95.05 

2 97. 51 !JS.05 

2000 104. 05 97.29 

2 103. 08 98.72 

TOTAL 613. 73 50ll.52 

Obteniendo el factor de corrección: 

e = e 1220. !13 '
2 

12 

La suma total de cuadrados: 

124,065.67 

SST = 263,02 

TOTAL 

215.07 

211. 55 

197.02 

193.4.5 

201. 34 

201.80 

1220.HI 

Las sumas de cuadrados de loa tratamientos CTrl, do las 

repeticiones <R> y del error CE> 1 

SS(Trl • 173.61 

SS<R> 

SSCE> 

4.22 

64.99 

Reacomodando los resultados para los dos factores: 

FACTOR A 
100 

CONCENTRACION 
500 

2000 

FACTOR B 

ANALISTA 

215.07 

197.02 

201.34 

ll03.43 

~. 

2 

211. 47 42ll.54 

193.46 390.48 

201. 80 403.14 

606. 73 1220.16 

Obteniendo Ja suma de ClVldrados para 1 os dos tacto roo A, 8 Y 

para su interacción AB: 

SSA 167. 35 

ESTA rrns 
SAUR DE LJ! 

H9 IEIE 
1~1.dLllTECA 



BO 
558 3. 74 

S5CA8> 2.72 

Finalmente, dividiendo tas sumae de cuadrados por su& grados 

de 1 ibertad y e 1 cuadrado medio del error, se obtienen los valores 

de la función de F de Snedecor. 

F'UENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE 

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS FCAL. FTA• 

DIA 1 4.22 4.22 0.25 6.61 

CONCENTRACION 2 167.35 03.67 4.92 5.79 

ANALISTA 1 3.74 3.74 0.22 6.61 

INTERACCION 2 2.72 1.36 o.oa 5.79 

ERROf.: 5 04. 99 17. 00 

TOTAL 11 263.02 ,, 

Dado que para todas las posibles fuentes de variación la F 

calculoda es menor que la t de tablas si 95 " de confianza, se 

concluye que no hay afecto entre dias, anal islas, concentracionos 

nl "entre sus interacciones, por lo que el método es reproducible. 
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III.4.E.ESPECIFICIDAD. 

Se probaron dos tipos de sustancias: 

a. Farmacos que se coadministrnn con o-rnetlldopa. 

b. Sustancias endógenas relacionadas estructuralmente a 

ermetlldopa y a sus metabolitos. 

As11 se estudiaron un total de 10 sustancias, 

Resulta,dos 

Las sustancias probadas as1 como s1.1 concentración, tiempo de 

retcncion y su factor de capacidad se resumen en In siguiente 

tabla <No, 9>. 

SUSTANCIA CONCENTRACION lR l' 
R 

k" 

!. Propranolol 50 µg,.ml - - -
2. Hidroclorot.iazida 217 µg,.ml - - -
3. Clorolinzida ' 50 µg,.1nl - - -
4. Al!'ar.-elildopn 210 ng/ml. 5.eo 4.46 3.106 

5. Noradr~nalinn 250 ng/1nl 5.eo 4.40 3.200 

o. Adrenalinn 250 ng/nü 7.60 tl. 20 4.420 

7. Cafoina 71 µg,.nü. 9.20 7.06 5.014 

1). Dl!BA 120 ng/ml 10.Hl 8.713 
1 

6.257 

9. Uormetanefrina 250 ng/ml 11. 6tl 10. 26 7.320 

10. Dopamin.a 250 ng/1u.l. 

1 

17.26 15. Btl u. 320 

11. Doo>c.iopinefrina 250 ng/1nl 10. !:10 10.10 12. 020 

TABLA No. O SUSTANCIAS EHPLEADAS PARA VERIFICAR LA ESPECIFI

CIDAD DEL METOOO 

rrnTA: El tiempo muorto as do 1.4 minutos. 
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Las sustancias que se coadminlstran con Ja c:-metildopa, o 

sea, 1 - 3 no interfieren con el an.atisis, ya que al potencial 

empleado e+ 750 mV >no hay reacción ó)(ido-reducción y por tanto 

no hay set"tal cromatogr:tftca. 

La cafelna podrla llegar a interferir con·ef estándar interno 

puesto que sus tiempos de retención son muy semejantes CFig. 16). 

De cualquier manera, se obtiene una a Cselectfvidad) _de 1.115 y 

una resolución de 1.551, por lo que 11e puedo cuantificar a DHBA 

stn ningún problema. 

Respecto las catecolamJnas endógenas, la noradrenal ina 

1 lega a intertertr con la a-me ti !dopa C Flg. 18 y 19 ': los picos 

no se resuelven CR = 0,727> y se tiene una selectividad Co.> de 

1.004. De cualquier manera, esto no us preocupante puesto que las 

concentraciones plasmAtlcas de noradrenalina secretada por Ja 

miktula suprorrennl son de 0.1 a 0.3 ng/ml C6) por lo que se 

considera que esto no interferirá al emplear este método en 

estudios de bloequivalenoia, 
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III. 4.F. TOLERANCIA. 

Se probaron cambJos en el pH en el buffer de la rase m6v11 en 

0,35 Z 0.01 unidades de pH, esto es, de un pH de 3.JS a 3.00 y 

3.70. As!. mtsrno, se cambf6 el porcentaje de coso/ventl'.1 en un 50" 

de su concentración, de 8 a un 4 y a 12 "· Empleando estas 

condiciones y una muestra de la curva estándar sJn tratar dEt 100 

ng/mJ de metildopa, se evaluaron los 'par~etros de k', a y R para 

c::t-meti !dopa y DHBA. 

Resultados. 

a. Casnbios de pH 

Los resultados obtenidos se muestran en Ja siguiente tabla 

!No. JOJ. 

pH 

3.00 

L:_ o 

TABLA No. 10 

k' 
o-MD k'DH9A Q R 

2.5357 4.02!l2 1. 5388 3. 550 

3. !l107 7.2290 2.002 7.098 

3.0470 10.17EJ8 3.3412 12. 269 

EFECTO DEL pl! SOBRE LA RESOLUCION, FACTORES 

DE CAPACIDAD V SELECTIVIDAD 

Se observa que al aumentar el pH aumenta Ja resoluch~n de Jos 

compuestos <Gr.11'Jca No. SJ, y dobldo a que este cambio es grande 

para un intervalo pequef'fo de pH, se debe tenor cuidado en caJ Jbr~.,r 

el pOtoncJ~etro antes de ut1lizarlo, para que no se aumonle 

grandemente ol tJempo de an-1.l!sis en el mejor de lo!i casos, o que 

se pierda re•olucf6n de los compuesto!I (en el peor de los ca•os). 

Este cambio en la rosolución <Figura No. 20> se debe en gran 

parte al aumanto de 1 factor de c:1pacJdad del DHBA m.u que de Ja 

mot!ldopa, el cual se puedo decir permanoce constante CGrAfica No. 

71. 
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b. Cambios en el porcúnlaje de cosolvcntc 

Los promedios de los resultados obtenidos se muestran en la 

siguiente tabla (No. 11>: 

" do Helanol 1 k" 
u.-MD kDHBA a R 

4 

0 

12 

T AllLA No. 11 

1 5.3912 1 10. 3029 !. 9270 ?.700 

1 3.6134 ?.2206 2.0020 7.090 

1 

2.1169 4. 9017 2.3153 7.797 

EFECTO DEL X DE COSOLVENTE SODRE LOS FACTORES 

DE CAPACIDAD, SELECTIVIDAD Y RES09LUCION DE 

HETILDPA Y DIHIDROXIBENCILAHINA 

1 

El cambio en el porcentaje del cosolvente no afecta la 

resolución entre los compuestos CGrtifica No. B>, sin ornbarr.o, si 

afecta. al tiempo de ana.lisls crtguras No. 2:1', ya que al disminuir 

el porcentaje de metano!, aumenta el factor de capacidad de ambos 

compuestos <Gráfica No. 9>. DE.' esta manera, esto se puede aplicar 

cuando con las columnas nuevas, en cuyo caso, los compuestos se 

retenean mayor tiempo al esperado, para lo cual se recomienda 

aumentar el porcen,ta~e de cosolvente de ta fase m6v11, 
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Il l.~. G. E:STABILlDAD. 

Este experimento consta de dos parle5: 

a. Esl;ib!lidad en Plasm .. -. 

Para mostrar la estdbi 1 ictad de la me ti !dopa en plasma, se 

preparen las muestras de 500 y 2000 n¡:/ml dE- mett !dopa sogún la 

tabla t~o. 1, Estas mue~;tras se repartieron en al lcuotns de 1 mi y 

sa congelaron a -10 De Cur;inte 72 horas y luer,o u -110 De, Las 

mucrntras se anal izaron por trlpl !cado ni tiempo O, 1, 3 " 15 d!a9. 

Pu.ra interpolar las alturas relativas y obtener el porcontaje de 

recobro se emplearon curv~ts estándar en plasma preparadas cada dlil 

del an.:tlisis. 

Crtlt:>rlo ~ acept.'lcl.l"ln. 

De acuerdo al criterio de aceptación de CAFET se considera 

que el mótodo puede variar en un 10 'S sobre ol 100 "* do recobro, 

por to que si el v.ilor obtenido de los rccobro'l de las muestrag C9 

mnyor al 100 ;t 10 ~. se concluye que la dosviación axlstonte es 

debldu al mótodo y no a la descomposlcion de In muestra. 

Resull;ldos 

Los porcentajes dt0> recobro de las muostrns anal l::adas oo 

observan en Ja siguiente tabla: 



! 

1 

1 

" D E R E C O B R o 

CONCENTRACION l • o l • 1 DIA t • 3 D!AS t. . 15 DIASI 

500 flg/ml 103. 98 98.0Q 97.77 98.16 

106. 31 100.?.4 Q!l.40 98.5Z 

100. ú2 1 O!. 33 104.08 107. tl9 

2000 ng/1nl 

1 

IOG. 'lZ Oti.74 103.03 09.53 

IOU. 01 97.43 103.06 101. 83 

109. 15 00.8(} 106.06 105. 59 

TADLA No. 1Z " DE RECODRO OBTENIDOS PARA LA CONCENTRACIONES DE 

500 Y 2000 ng/ml DE METILOOPA EN PL/\SMA PARA EL 

[,;STUD! O UE ESTAD! Ll DAD EN ESTE FLUIDO 

Con la r:r:itlca No, 10, se puede observar que los recobros 

esl~n dentro de los 1 tmites marcados del :t 10 '4, L.as variaciones 

observadas se dnben al método, y no a una descompostclOn d~ las 

muestras. 

Viendo que la muestra es estabt& a 15 dias, se puede confiar 

en los datos de 1 ineal idad, ya que las curvas est:tndar en plasma 

empleadas se preµ·aruron al inicio y se emplearon hasta 6 d!as. 

b. Esl.otbilld.id en el Olsolvento do Eluc16n 

"De las muEtstras procesadas por tri pi icado de las 

concentraciones de 500 y 2000 ng/ml se inyectaron repetidamanto 

ha9ta 60 horas. Las al turas relativas se interpolaron en la curva t 

esl..1.ndar en plasma del primer d1a. 
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Pesut tados 

Los porcentajes de recobro de las muestras anali::adas s;f;l 

condensan en la siguiente tabla <Tabla No. 131. 

1 

" D E R E e o B R o 

CONCENTRAC!ON t • o 
1 

t • 10 !IRS t • 10 HRS t • 63 llRS 

500 ng"ml 98.17 94.93 93.06 61.80 

Q8.52 94. 05 100.75 76.00 

103. 68 100. 93 101. 23 73.27 

' 2000 ng,.ml 101. 83 03.37 103.69 79.21 1 ·, 

! 
105.59 101. fl¿ 110. 78 

j 
B'l.45 

114. 76 99.53 110. 42 77. 31 

TADLA No. 13 " DE RECOBRO OBTENIDOS PARA LAS CONCENRACIONE DE 

500 Y 2000 ng,.nü DE !ofu-rILDOPA EN PLASMA EN EL 

ESTUDIO DE ESTADlLIDAD EN EL DISOLVENTE DE ELUC!ON 

Al graflcar estos resultados (Gráfica No, 11 >, se observa que 

1 as muestras son estab 1 eg hasta un pinzo de 30 horas 

apro1dmadamente 1 que es cuando los rocobros salen del intervalo de 

100 ! 10 %. 
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IIl.5. APLICACION DEL METODO 

Con el tin de ver la aplicación del método analitlco 

desarrollado, se siguió el siguiente estudio. 

III.5. A TOMA DE MUESTRA 

A un sujeto sano voluntario en ayudas se le tomó una muestra 

de sangre de 10 mi y se le administró una tableta de 500 mg de 

me ti !dopa. 

A este voluntario se ·le tomaron muestras de sangre (6 mlll"!)a 

diferentes tiempos. Las muestras se colocaron en tubos 

"vacutalner" heparlnizados que contenlan 0.125 mi de la solución 

de EGTA/GSA. Se centrifugaron inmediatamente a 3000 rpm durante 30 

minutos,· Se separó el plasma a un tubo de ensaye de 13 • 100 m11 Y 

se congeló a -10 •C para analizarse al siguiente dla. 

III. 5. B. ANALISIS DE LAS MUESTRAS 

El d!a del an.11 isls se dosco¡elaron las muestras, se tomó una 

al !cuota de 1 mi Ue cada tiempo de muestreo y se anal izaron de 

acuerdo a to establecido en el punto 111.3.C. 

Las alturas relativas obtEtnldas de las muestras se 

tnterpolaron en una curva est~dar en plasma que se le dt6 el 

mismo tratamiento. 

NOTA1 El punto anterior y este se raal izaron con dos sujetos 

empleando formulaciones di terentes, una innovadora 

<mercado> y una tormulacl6n en desarrollo. 

'• 
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III.5.C. RESULTADOS 

Los tiempos de muestreo, asl como tas concentraciones 

plasm.:t.ticas de a-me ti !dopa encontradas se encuentran en la 

tabla CNo. 14). 

En los res u 1 ta dos se observan diterencln en los 

concentraciones plasmt\ticas para las dos formulaciones. La 

tormulnc16n en dosorrol lo 1 ibera al principio activo mAs 

rjpldamente dando una concentración plasmática m:txima do 

aproximadamente 2000 ng/rnl en un tiempo de 1,5 horas. Sin embargo, 

la dlsminuci6n de la concentración de met.i ldopa disminuye m.is 

r.\pldo que la tormulact6n innovadora lGratlca No, 12>, cuyo Cpmax 

es deo apro><imadamente 1200 ng/ml que se alcanza un un tlompo do 

dos horas. 

Al comparar los Cpmax obtenidos con loe de la literatura, se 

observa que las dos formulaciones estttn dentro de los limites 

re por todos 1 no si en do as 1 para e 1 ti ompo on a 1 que !le a 1 can za 

dicha concentración. 

Respecto al método analltico, no se presentó nlng'"1 problema 

y se pudieron cuantificar tos diferent~o niveles de concentracion 

plasm..\tlca da me ti ldopa. CFlg. No. 22>. 
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TIEHPO DE CONCENTRACION PLASMATICA 

MUESTREO DE METILDOPA Cng,.,mD 

CllORASJ J'ORM. EN DESARROLLO FORH. INNOVADORA 

o o o 

0.25 6.1 

o.5 102. 3 

0.75 538.9 

1. o 1301. 2 

l. 25 110().9 

1.5 2053.9 1168.0. 

2.0 1222.2 

2.5 1500. 2 

3.0 1163. 2 

3.5 2009.5 

4. o 1725.1 732.9 

!l. o 530.2 295.6 

a.o 213.4 154. 3 

24. o 33.7 6.8 

TABLA No. 14 CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE HETILllOPA DESPUES DE 

LA ADMIIUSTRACION ORAL DE UNA TABLETA CON DOSIS DE 

500 mg 
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CAPITULO IV 

R E S U L T A D O S F 1 N A L E S 

IV.1 METODO ANALITICO 
ó 

IV.2 RECOMENDACIONES 



I V RESULTADOS F l NA LE S. 

lV.1. METODO ANALITICO 

IV.1.A. REACTIVOS 

Alta-met1ldopa 

Acetato de sodio 

Octanosulfonato de sodio 

EGTA 
Tri::ma base 

Acldo acético glacial 

Acetonitrilo grado HPLC 

Agua grado HPLC 

IV.1.B. EQUIPO Y MATERIALES 

Dihidrcxibencllamina 

Acido c1trico 

EDTA d!sód!co 

Glutatl6n en terma reducida 

Alúmina 

Hetanol grado HPLC 

Plasma 

Son los mismos mencionados en el punto 11.2. 

Iv.1.c. PROCEDIMIENTO 

106 

Mientras se permite que las muestras estén listas para 

anal izarse (esto es debido a que se mantienen en congelación se 

doben dejar a que alcancen la temperatura ambiontel, se preparara 

una curva estft.ndar en plasma tal como se describe en el punto 

11 t.3.B. Lí. Se toma una alicuotn de 1 mi de plasma de cada unn de 

las muestras problema as1 como de Ja curva est~ndar. 

l. Precipitac16n de Prote1nas Plasm~ticas. 

Es ta al 1cuota se co ! oca en un tubo de 13 • 100 mm con tapón 

de rosca, adicionar 1.0 mi de la soluo16n del ost:t.ndar interno 

(dihidroxlbencilamina, OHBA> de concentración de 120 ng/ml en 

ncetonltrilo. Agitar en v6rtex durante 1 minuto y centrifugar por 

10 minutos a 2500 rpm. 
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!C Adsorción. 

Transferir el sobrenadante de cada tubo a otro de 13 • 100 mm 

de tondo c6nico con tapón de rosca que contenga 100 me ele a t ú:nin¡¡· 

Y 0.5 mi de la soluci6'n de adsorción. Tapar herméticamente y 

agitar en v6r-iex durante 15 minutos, Verificar que la agitación 

sea homagenea. Centrifugar 10 minutos a 2500 rpm. Asp!rar ol 

Sobrenadante y desecharlo. 

t:LL. Lavado. 

Adicionar a cada tubo 1 mi de ta solución de lavado. Agitar 

en v6rte)C por 1 minuto. Centrifugar por 5 m~nutos a 2500 rpm. 

A5plrar el sobrenadante y dosecharlo. Este lavado se dobe hacen 

por un total de tres veces. 

iv. E1ucl6n, 

A cada tubo se le adiciona 0.5 mi de la solución roguladora 

A. Agitar on v6rlex durante S minutos. Centrifugar por 10 minutos 

o 2500 rpm. 

El sobrenadante se inyecta al sistema cromatogra.ftco, el cual 

ha sido acondicionado con Ja fase móvil a un flujo de 1.6 ml/min, 

el electrodo de trabajo (electrodo de carbón vidriado> colocado a 

un potencial de +750 mV y el precalentador de la fase m61J11 a 

50 .¡;. 

v. Obtención do resultados. 

Se obtienen las alturas relativas de las muestras inyectadas 

al dividir la altura correspondiente a a-metildopa entre la altura 

del estándar interno. 

Las alturas relativas de- la curva ostandar en plasma Do 

grattcan en función de la concentración, En esta gr~fica so 

interpolan tas alturas relativas de las muestras y do esta manera 

se obtienen las concentraciones de las muestras probloma. 
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IV.2. RECOMENDACIONES 

Como todo método ana 11tico 1 se tiene una serie de 

consideraciones para evitar problemas al hacer el análisis. 

Ademas, dado que se ha reportado en la literatura ta' inestabt l idad 

de o.-meti ldopa, es importante seguir las siguientes 

r ecomendac 1 enes. 

- Tomar las muestras de sangre en tubos heparlnizado9 a los que se 

les aY'i.adldo 0.125 ml de la solución de EGTAIGSA por cada 10 mi de 

sangre. 

- Centrifugar inmedlatemente las muestras. 

- Muestrear dentro de un intervalo de tiempo do 16 a 20 horas para 

obtener un perfil de biodisponlbilldad conf lable. 

- Secar la alúmina a 400 •C durante 4 horas para activarla. 

- Acondicionar el sistema cromatograttco por un m1nimo de 24 horas 

previo al anal lsls, 

- En esta preparación de1 equipo pulir la superficie del electrodo 

de trabajo y realizarlo despué5 de un mAKimo de 70 a 100 

inyecciones • 

.. Preparar 1as curvas est~ndar en plasrna un die antes, repartir_las 

en alicuotas de 1 ml en tubos de ensaye de 13 100 mm Y 

congelarlas o -10 •C. 
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Para reali~ar ~ Anal!sis 

- Durante las etapas de adaorci6i y elución de las catecolamlnas, 

voriflcar que la agitación se realice de manera homogene~.· 

- Una vez que las muestras s.e tengan en los viales, no tardar un 

lapso mayor a 24 horas para inyectarlas al sistema cromatogr:ttico 

para obtener resultados confiables. 



CAPITULO V 

CONCLUSIONES 
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V CONCLUSIONES 

Por modio de la presente tesis se desarrol 16 un método para 

la cuantificac16n de o.-meti \dopa en plasma por cromatogratla de 

liquides de alta resolución empleando detección electroqu1mica n 

•750 mV con una escala completa de 10 nA. 

El método se basa en 1 a adsorci 6n se 1 ecl iva do 1 as 

catecolaminas en alúnina a un pH b~sico y su eluci6n a un pH ~cido 

empleando un buffer de acetatos-citn1los. Con ol tratamiento que 

se le da il la muestra, un triple lavado de la alúmina. se logra la 

limpie::a total de la muestra, eliminando as! componentes del 

plasma que pudiran llegar a interferir ndem~s do mantener una vida 

media de la columna mayor en comparación de otros mótodos 

reportados en la literatura, en los cuales solamente realizan una 

prcclpitncl6n de prote1nas plasmAtlcas. 

Para la cromatograf1a de tas muestras se emplea uno columna 

de fase inversa C-18 y una tase movtl que contiene octanosulfonato 

do sodio, el cual actUa como contrai6n formando ol par tónico con 

et i6n de la met1 ldopa. 

Dado que factores como el pH afectan marcadamente a este tipo 

de cromatograf1a, es necesario controlar dicho parámetro en la 

preparación de la fase móvil, ya que una dlsmlnuci6n de 6sto puede 

provocar la falta de resolución ent:re el compuesto y el est.~ndar 

interno empleado CDihldroxlbencilamina>. 

El método cumple en el intervalo de concentraciones estudiado 

con los criterios establecidos dCP t lnea.l idad, proc1si6n y 

exactitud para la metodolog1a de anA11sis de f!l.rmaco9: ¡;_n fluidos 

bio16glcos. Adem..\.s, es reproducible, especifico y '.:sobretodo 

sensible, ventaja. que tiene sobre otros mbtcdos crcmatogrb.ticos en 

los que se emplea detecci6n ultravioleta. 
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Estas caracter1sticas permiten que el método pueda emplearse 

en la cuanliflcación de metlldopa en plasma, lo que servir.1 para 

realizar estudios de bJoequivalencia y biodisponibl!Jdad. Esto 

será. de gran importancia para determinar par Metros 

farmacocin~ticos en pacientes a los que se les haya administrado 

éste f.irmaco; y as!, determinar la equivalencia terapéut.fca entre 

presentaciones que se encuentren en el mercado ! levando de esta 

manera a la obtención de medicamentos seguros y oticaces. 

.. 
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