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1. INTRODUCCION

El aumento de las Enfermedades Cronicas Esenciales (ECEA) son la primer causa mundial de
mortalidad en el adulto; la Hipertension Arterial es la ECEA de mayor prevalencia, tan solo en el
afio 2000 se informd que mas de 15 millones de mexicanos entre los 20 y 69 afios padecian
Hipertensién Arterial Sistémica (HAS)' y se estima que sélo aproximadamente el 10% de la
poblacion hipertensa en México estd realmente en control dptimo?.

Desde la década de los 50's del siglo XX se sabia que la HAS intervenia en el aumento de la
morbilidad cardiovascular en los paises desarrollados. Los estudios realizados en los afios 60's y
70's del mismo siglo claramente mostraron la relaciéon entre Hipertension y las muertes por
complicaciones vasculares en el érgano blanco: corazén, cerebro, rifidn y vasos sanguineos.3

El tratamiento de la Hipertensién Arterial con farmacos disminuye de forma clara la morbilidad
y mortalidad por causas cardiovasculares®. Actualmente existen en el mercado infinidad de
farmacos destinados a tratar la Hipertension y aparecen otros nuevos continuamente, asi como
nuevas formas de administracion para optimizar la efectividad de los antihipertensivos.

Un farmaco antihipertensivo no es simplemente un agente hipotensor, tiene que ser capaz de
modificar el curso natural del estado hipertensivo y prevenir las complicaciones de la
Hipertensidn asi como una reduccion del gasto cardiaco y una disminucién de las resistencias
periféricas 2.

El dipéptido D-3-mercaptometilpropionil-L-prolina conocido comercialmente como Captopril
fue de los primeros farmacos del grupo de los inhibidores de la Enzima Convertidora de
Angiotensina (ECA) en ser administrados por via oral en el tratamiento de la Hipertensidon
Arterial.?

El objetivo de la administracién de un farmaco o medicamento es la obtencion de un efecto
terapéutico sobre el paciente. Para que pueda ejercer este efecto el farmaco debe alcanzar
concentraciones adecuadas en el lugar donde se encuentran los receptores con los que
interactua.

La Quimica Analitica juega un papel importante en el estudio y desarrollo de principios activos
no sélo antihipertensivos sino de cualquier farmaco en general. El desarrollo de metodologias
analiticas que permitan la cuantificacion de estos activos es muy importante en la actualidad, ya
gue la determinacién de la cantidad de una sustancia es fundamental en la industria y en
muchos campos de la ciencia como lo es |a farmacologl'a.4°' ad

Esta revisidon biblio-hemerografica-electrénica tiene como propdsito recopilar metodologias
para la cuantificacidén del Captopril en muestras bioldgicas sanguineas con el objetivo de ser un
10
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antecedente para posteriores investigaciones en nuevas vias de administraciéon y formas
farmacéuticas de este principio activo, asi como su posible aplicacidn para nuevos compuestos

con propiedades fisicoquimicas similares como: estructura, polaridad, pka’s, absorcién de la luz,
grado de ionizacidn, estabilidad, etc.

11
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2. OBJETIVOS

2.1 General

Realizar la investigacion de las diferentes metodologias de cuantificacion para el Captopril en
muestras farmacéuticas y sanguineas mediante la recopilacién de la informacion Bibliografica,
Hemerografica y Electronica para contar con una base de datos referido a las técnicas de
determinacién de este principio activo.

2.2 Particulares

o Revisar los conceptos generales de presion e Hipertension Arterial asi como los tipos de
tratamiento farmacolégico para este padecimiento haciendo énfasis en los farmacos
inhibidores de la ECA mediante su desarrollo tedrico con el propdsito de comprender la
importancia del desarrollo de metodologias que permitan la mejora de estos farmacos

o Describir las caracteristicas fisicoquimicas y farmacoldgicas del Captopril como base en la
investigacion de metodologias de cuantificacion

o Comprender la importancia del desarrollo de un método analitico mediante el
conocimiento de los tipos y caracteristicas que debe presentar asi como el fundamento
de las técnicas de electroforesis y cromatografia para entender los principios por los
cuales se lleva a cabo la separacién y cuantificacion de un analito

o Revisar aspectos teoricos de las técnica de cromatografia de liquidos de alta eficacia y
electroforesis capilar asi como el funcionamiento general de los equipos

o Informar metodologias de cromatografia de liquidos de alta eficacia para la
determinacién del Captopril en formas farmacéuticas

o Recopilar la informacidon de metodologias por Electroforesis Capilar usando deteccion
uv-vis para la determinacion del Captopril en formas farmacéuticas

o Revisar metodologias por cromatografia de liquidos de alta eficacia usando deteccion
uv-vis y fluorescencia para la determinacién del Captopril en muestras sanguineas

o Recopilar la informacién de las metodologias por electroforesis capilar usando deteccién
uv-vis y fluorescencia para la cuantificacion de aminotioles en muestras sanguineas con
el propdsito de ser utilizadas como base tedrica en el desarrollo de una metodologia
especifica para la cuantificacion del Captopril por esta técnica en muestras sanguineas

12
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3. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

La investigacion es la herramienta bdsica para conocer lo que se encuentra a nuestro alrededor
y cualquiera que sea el caso tiene como objetivo buscar la solucién a algin problema junto con
la concepcion de nuevos conocimientos. 7

Investigar es un procedimiento reflexivo, sistematico, controlado y critico mientras que un
método se describe como un proceso légico y riguroso mediante el cual se puede lograr la
adquisicion, organizacion y exposicidon de conocimientos ya sean tedricos o experimentales. 7

La presente investigacion Biblio-Hemerografica-Electronica se realizd a partir de la siguiente
metodologia:

a) Definir el tema de investigacién

b) Establecer los conocimientos generales previos para poder abordar el tema central de la
investigacion

Antes de iniciar la investigacién del tema central se realizé la recopilaciéon de informacién que
indicara la importancia del desarrollo de metodologias para la cuantificacion del Captopril.

Esta recopilacion consistié en revisar conceptos como hipertension, su etiologia y su posible
tratamiento, el modo de accién de los farmacos antihipertensivos con especial atencién en el
grupo de farmacos al que pertenece el Captopril, asi como las caracteristicas fisicoquimicas y
farmacoldgicas de este principio activo.

Comprender que es un método analitico, los tipos de métodos analiticos y la importancia del
desarrollo y validacidon de estos métodos. Los fundamentos de cromatografia y electroforesis
capilar fueron descritos para comprender las técnicas y procedimientos aplicados a la
determinacién del Captopril.

c) Investigacién hemerogréfica-electrénica del tema central

La busqueda de las técnicas de cuantificacion fue enfocada a técnicas por Cromatografia de
liquidos de alta eficacia y técnicas por electroforesis capilar, la primera por ser la técnica de
primera eleccidn en este tipo de cuantificaciones y la segunda por ser una técnica novedosa en
métodos de cuantificacion.

Al final de esta investigacién y recopilacion de informacion se realizé un andlisis para determinar
qgue técnica tiene mas beneficios para la determinaciéon del Captopril asi como conocer los
principios basicos que deben ser tomados en cuenta para el desarrollo de una metodologia de
cuantificacién para cualquiera de estas dos técnicas.

13
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4. ANTECEDENTES

4.1 Hipertension

La presion Arterial (PA) se refiere a la fuerza hidrostatica de la sangre sobre las paredes
Arteriales que resulta de la funcién de bombeo del corazdn, volumen sanguineo, resistencia de
las arterias al flujo, y didmetro del lecho Arterial® (Fig. 1). La PA cambia continuamente
dependiendo de la actividad, la temperatura, la dieta, los medicamentos que se administren y
del estado fisico y emocional; los valores normales de presidn Arterial varian entre 90/60 y
120/80 mm Hg °.

Figura 1. Representacion de la Presion Arterial en una arteria (Tomado de
www.compendiodenfermeria.com) -

La medicidon de la PA consta de dos parametros:

o Presidn sistdlica: es la presidén maxima que se alcanza en la sistole (cuando el corazén se
contrae). Esta depende fundamentalmente del débito sistdlico, la volemia y la
distensibilidad de la aorta. ®

o Presidn diastdlica: es la minima presidon de sangre contra las arterias y ocurre durante la
didstole (entre latidos cardiacos). Depende fundamentalmente de la resistencia vascular
periférica. 6

Son multiples los mecanismos fisioldgicos conocidos que intervienen en el control de la PA (Fig.
2) y que al mantener una estrecha interrelacién garantizan la homeostasis del organismo,” 8
estos sistemas de control son:

o Sistema de regulacidon inmediata
o Sistema de regulacién de accién intermedia
o Mecanismos a largo plazo
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Figura 2. Sistemas que regulan la presion Arterial en el organismo (Tomado de Fisiopatologia de
la Hipertension Arterial) *®

El sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (Fig. 3) es un elemento importante de los
mecanismos que regulan la hemodinamica, el equilibrio de agua y los electrolitos. Los factores
que activan el sistema son: la disminucidn del volumen sanguineo, la presion de perfusion renal
y la concentracién de sodio en plasma.’
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Cuando disminuye la presidn Arterial se libera Renina (una enzima renal). La Renina a su vez
activa la Angiotensina, una hormona que contrae las paredes musculares de las arterias
pequefias (arteriolas) y, en consecuencia, aumenta la presion Arterial 10 (Fig. 3).

' SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-
ALDOSTERONA

‘ Angiotensinogeno ‘

<——— Renina

Angiotensinal

== ECA

Angiotensina I ‘

l

Aldosterona

Figura 3. Esquema del Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (Tomado de Rev. Costarric.
Cardiologia) **

La Angiotensina también estimula la secrecidon de la hormona Aldosterona de la glandula
suprarrenal que provoca la retencion de sodio en los rifiones y la eliminacién de potasio. Como
el sodio retiene agua, se expande el volumen de sangre y aumenta la presion Arterial. *° La
Renina es segregada desde el aparato yuxtaglomerular renal en respuesta a la hipoperfusion
glomerular o a una reduccién en la ingesta de sal, también es segregada en respuesta al
estimulo del sistema nervioso central.

17
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La Renina es responsable de la conversién del sustrato de la Renina (angiotensinogeno) a
Angiotensina |, una sustancia fisioldgicamente inactiva, que es rdpidamente convertida a
Angiotensina Il por la enzima convertidora de Angiotensina (ECA) .

Este sistema tiene importancia en la regulacién de la presidn Arterial tanto a corto como largo
plazo, cambios moderados en las concentraciones plasmaticas de Angiotensina Il incrementan
de manera aguda la presidn Arterial. La Angiotensina Il incrementa de manera directa la
contractilidad cardiaca por medio de la abertura de los canales de Ca® y de manera indirecta la
frecuencia cardiaca mediante el aumento del tono simpdtico, neurotransmisién noradrenérgica
aumentada y la liberacién de catecolaminas suprarrenales, asi la Angiotensina Il puede
incrementar o disminuir la contractilidad, la frecuencia y gasto cardiaco, dependiendo del
estado fisiolégico del individuo. 3

La vasopresina (hormona antidiurética) también es esencial para mantener el equilibrio hidrico,
su sintesis y liberacion depende de la interaccién de estimulos osméticos, hipovolémicos,
hormonales y no osmdticos. ** Actdia en la porcidn final del tubulo distal y en los tubos
colectores renales provocando un aumento de la reabsorcién de agua lo que tiene como
consecuencia:

o Disminucion de la osmolaridad plasmatica
o Aumento del volumen sanguineo y por consecuencia aumento del gasto cardiaco (GC)

Cuando las células del hipotalamo detectan un aumento de la osmolaridad del liquido
cefalorraquideo secretan vasopresina que promueve la reabsorcion de agua por parte del rifidén
Yy a su vez es un potente vasoconstrictor, este sistema es el causante de que la sal aumente la
presion sanguinea, debido a que aumenta la osmolaridad del liquido cefalorraquideo.®®

En términos médicos, la Hipertensién se refiere a un cuadro de presién Arterial elevada,
independientemente de la causa la HAS es una enfermedad crénica, controlable de etiologia
multifactorial, que se caracteriza por un aumento sostenido en las cifras de la presion Arterial

sistdlica por arriba de 140 mm Hg y/o de la presidn Arterial diastdlica igual o mayor a 90 mm Hg.
16

La HAS se puede clasificar de tres maneras distintas:

o Por el nivel de la lectura de la PA. En la tabla 1 se muestra la clasificacion de la HAS en
funcién del valor de la presién arterial que va desde normal a muy grave.

o Por laimportancia de las lesiones orgénicaslsz
Fase I. No se aprecian signos objetivos de alteracion organica
Fase Il. Aparece por lo menos uno de los siguientes signos de afeccidén orgdnica:

e La hipertrofia ventricular izquierda
18
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e Estrechez focal y generalizada de las arterias retinianas
e Proteinuria y ligero aumento de la concentracidon de creatinina en el plasma o
uno de ellos

Fase lll. Aparecen sintomas y signos de lesidon de algunos drganos a causa de la HAS en
particular:

e Corazon: Insuficiencia ventricular izquierda

e Encéfalo: Hemorragia cerebral o del tallo encefalico, encefalopatia hipertensiva

e Fondo de ojo: Hemorragia y exudados retinianos con o sin edema papilar

Tabla 1. Grados de HAS en funcion de valores tensidnales en mayores de 18 afos. 7

Presidn diastolica | Presion Sistolica
(mmHg) (mmHg)
Normal 80 120
Pre hipertension 85-89 130-139
Hipertension
Estadio | (leve) 90-99 140-159
Estadio Il (moderada) 100-102 160-179
Estadio Ill (grave) 110-112 180-209
Estadio IV (muy grave) >120 >210

o Por la etiologia:

Hipertensidn Arterial Primaria: Es llamada también idiopatica o esencial, a diferencia de la HAS
secundaria, no se conoce causa organica evidente. La etiopatogenia no se conoce aun pero los
distintos estudios indican que los factores genéticos y ambientales juegan un papel importante
en el desarrollo de la Hipertension primaria. *° En la tabla 2 se exponen posibles teorias que
explican el origen de la HAS primaria.

Tabla 2. Posibles teorias que explican el origen de la HAS primaria. %°

Genéticos

FACTORES Alimentarios
Ambientales
Psicosociales

Neurovisceral de Miasnikov

TEORIAS lones de sodio-potasio y la ATPasa
Desbalance en la relacion GMPc — AMPc
SISTEMAS Renina-Angiotensina-Aldosterona

Metabolismo de los glucidos
Sedentarismo
Tabaquismo
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Hipertension Arterial Secundaria: Se refiere a la Hipertensién de causa conocida. ’ En la tabla 3
se muestran las principales causas para desarrollar HAS secundaria.

Tabla 3. Causas mds frecuentes de HAS secundaria. ©

CASO TIPO

Renales Nefritis crénica. Enfermedad poliquistica. Enfermedad del
colageno vascular. Nefropatia diabética. Hidronefrosis.
Glomerulonefritis aguda. Cualquier lesién que obstruya las
arterias renales. Estenosis renal. Infarto renal. Trasplante
renal. Tumores secretores de Renina.

Endocrinas Feocromocitoma.  Aldosteronismo primario. Produccion
excesiva de: DOC y 180H-DOC y otros mineralocorticoides.
Hiperplasia suprarrenal congénita. Sindrome de Cushing por
tumoracion suprarrenal o por tumores hipofisarios. Tumores

cromafines extrasuprarrenales. Hiperparatiroidismo.
Acromegalia.
Trastornos neuroldgicos. Hipertensidn intra-craneana. Cuadriplejia. Envenenamiento

por plomo. Sindrome de Guillain-Barré.

Farmacos y  sustancias | Ciclosporina. Anticonceptivos orales. Glucocorticoides.
quimicas Mineralocorticoides.  Simpaticomiméticos. Tiramina e
inhibidores de la MAO.

HAS por embarazo.

4.2 Generalidades de los farmacos antihipertensivos

Los farmacos antihipertensivos son utilizados con el fin de disminuir la presidn Arterial elevada
en pacientes hipertensos, en la actualidad existe una gran variedad de principios activos con
esta actividad farmacoldgica. > Un farmaco antihipertensivo no es solamente un agente
hipotensor, tiene que ser capaz de modificar el curso natural del estado hipertensivo y prevenir
las complicaciones de la hipertension. Los distintos farmacos antihipertensivos tienen que dar
lugar a una reduccién del gasto cardiaco, una disminucién de la resistencia periférica o ambos
efectos de forma simultanea. ’

Existen cinco grandes grupo de farmacos antihipertensivos: 13

1. Diuréticos

2. Bloqueantes B-adrenérgicos

3. Antagonistas de calcio

4. Blogueantes a-adrenérgicos periféricos

5. Inhibidores de la enzima convertidora de Angiotensina
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En general actian disminuyendo el gasto cardiaco y/o las resistencias vasculares periféricas por
mecanismos de accidn no siempre suficientemente conocidos y generalmente de naturaleza
multifactorial, en la Figura 4 se ejemplifican los principales puntos de accidon de algunos
farmacos antihipertensivos. Estos farmacos también pueden clasificarse en funcién de su sitio o
mecanismo de accion como se observa en la tabla 4; los farmacos reducen la resistencia
periférica al actuar sobre el musculo liso para generar la relajacién de los vasos sanguineos o al
actuar en la actividad de los sistemas que producen constriccién de los mismos. 2

ope . s TR . ./ . es 22
Tabla 4. Clasificacion de los farmacos antihipertensivos en funcion de su mecanismo de accion

Tipo

Ejemplo

DIURETICOS

Tiazidas y farmacos relacionados

Hidroclorotiazidas, Clortalidona

Diuréticos de asa

Furosemida, Bumetanida

Diuréticos ahorradores de K*

Amilorida, Espironolactona

SIMPATICOLITICOS

Farmacos de accidn central

Metildopa, clonidina

Blogueadores ganglionares

Trimetafan

Bloqueadores de neuronas adrenérgicas

Guanetidina

Antagonistas B- adrenérgicos

Propanolol, Metoprolol

Antagonistas a- adrenérgicos

Prazosin, Fenoxibenzamina

Antagonistas adrenérgicos mixtos

Labetalol

VASODILATADORES

Arteriales

Hidralazina, Diazoxido

Arteriales y venosos

Nitroprusiato

2
Bloqueadores de los canales de Ca”*

Verapamil, Diltiazem

Inhibidores de la ECA

Captopril, Enalapril

Antagonistas de los receptores de Angiotensina Il

Losartan
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Figura 4. Principales puntos de accién de los férmacos antihipertensivos.?? (Tomado de Farmacologia Humana de Flérez)
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o Diuréticos

Los diuréticos producen una pérdida de Na* y agua del organismo actuando directamente sobre
el rindn. Actuan incrementando la pérdida de sal y agua provocando la disminucién del volumen
plasmatico a corto plazo. 2

Los diuréticos tiazidas inhiben la reabsorcién de cloruros y de sodio a nivel del tubulo distal
aumentando su excrecién y la del agua mientras que los de asa provocan igual efecto en la rama
ascendente del asa de Henle eliminando ademads potasio. Su accion antihipertensiva se divide
en 2 fases: 2

Fase I: disminuyen la volemia
Fase Il: generan vasodilatacion

Los diuréticos ahorradores de potasio son de actividad antihipertensiva moderada; se utilizan
ampliamente como medicacién combinada con las tiazidas y andlogos en el tratamiento de la
hipertension.

Actlan sobre el tubulo distal inhibiendo en forma competitiva a la Aldosterona provocando
eliminacidn de sodio y agua e impide la excrecién de potasio y magnesio. Se cree que su accién
antihipertensiva se produce por el bloqueo del efecto de la Aldosterona sobre el musculo liso
vascular.?

Entre los efectos indeseables mas cominmente descritos para ambos farmacos destaca la
sensacion de cansancio, cefaleas, trastornos gastrointestinales, hipercalcemia, esto ultimo
especialmente en pacientes renales.

o Bloqueantes B-adrenérgicos

Los B-bloqueantes disminuyen la fuerza contractil del miocardio, asi como la frecuencia
cardiaca, por lo que inicialmente reducen el gasto cardiaco®. Otro aspecto importante en el uso
de este tipo de farmacos es el decremento de la secrecidon de Renina y por lo tanto también la
diminucién de Angiotensina 11**. Los mecanismos de accién por los que se lleva a cabo esta
disminucion son:

- Inhibicion de la secrecién de Renina

- Efectos en el gasto cardiaco

- Efectos en el sistema nervioso central %

- Restauracion de la sensibilidad de relajacion vascular ¥
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o Antagonistas de Calcio

Estos farmacos son usados en el tratamiento de la Hipertensién debido a que este padecimiento

es el resultado del incremento de la resistencia vascular periférica y ya que la contraccion del
, . . 2+ - 13

musculo liso vascular depende de la concentracién intracelular de Ca”" libre .

Todos los bloqueadores de canales de Ca?* disminuyen la presion Arterial al relajar el musculo
liso arteriolar y aminorar la resistencia vascular periférica con lo que los bloqueadores de los
canales de Ca®* desencadenan una descarga simpatica. 22

o Blogueantes a-adrenérgicos periféricos

Los farmacos bloqueantes a; selectivos producen disminucidn de la resistencia periférica y de la
presién Arterial por su efecto vasodilatador secundario al bloqueo de estos receptores, son
sustancias de gran heterogeneidad estructural que muestran afinidad estereoquimica por los a -
adrenoceptores e inhiben tanto la actividad simpatica enddgena en su manifestacién a-
adrenérgica. 213

El uso crénico de este tipo de farmacos produce tolerancia por retencién de agua y sodio, por lo
que debe adicionarse un diurético para mantener su actividad antihipertensiva.92

Estos bloqueantes potencian la liberacion de noradrenalina en la circulaciéon sanguinea
periférica, aumentando la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccién. * Este incremento
reflejo del tono simpdatico también activa el sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona,
produciéndose retencién de sodio y agua. Los antagonistas de los a-adrenoreceptores
producen, de manera especifica, el fendmeno denominado inversidn de la respuesta a la
adrenalina ya que al bloquear la actividad a; se mantiene la actividad 3, vasodilatadora.™®

o Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina

La enzima convertidora de Angiotensina es una carboxipeptidasa poco especifica de 1278
aminodcidos, que cataliza la conversion de Angiotensina | a Angiotensina 11%® (Figura 5y 6). Los
inhibidores de ECA son aminoacidos modificados y oligopéptidos que pueden absorberse por via
oral y se obtienen por sintesis en el laboratorio’®. Este tipo de farmacos ejercen una potente
accién hipotensora por disminucion de las resistencias periféricas totales que se produce en los
territorios Arterial y venoso dando como resultado la accion combinada sobre los sistemas
Renina-Angiotensina24.

Los inhibidores de la ECA presentan los siguientes mecanismos de accién:
- Mecanismo de acciéon molecular por inhibicién de la actividad de la ECA

- Mecanismo de accién celular de reducir la sintesis de Angiotensina Il y el
metabolismo de algunas cininas vasodilatadoras
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Figura 5. Mecanismo de accidn antihipertensivo de los inhibidores de ECA (Tomado de

-
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www.recodec.com)?®

Al bloquear competitivamente la enzima de conversién, reducen los niveles plasmaticos y
tisulares de Angiotensina |l y Aldosterona. Como consecuencia, producen una accion
vasodilatadora arteriovenosa y disminuyen los niveles plasmaticos de noradrenalina vy
vasopresina.29

La inhibicidn se realiza mediante la unién de un grupo quimico, caracteristico en cada caso, con
7 2+ / . . el s .

el atomo de Zn“" de la convertasa, formandose un complejo de inhibicidn que posteriormente

se disocia. 2 La inhibicién de la convertasa provoca una disminucidn de los niveles plasmaticos

de Angiotensina Il y Aldosterona y, por ende, una supresion de las acciones vasculares e

hidroelectroliticas de la Angiotensina Il y la Aldosterona, respectivamente.*

La enzima de conversién (cininasa Il) degrada la bradicidina a productos inactivos favoreciendo
la liberacién de prostaglandinas con lo que se activa una accion vasodilatadora. La inhibicién
enzimatica hace que queden disponibles mas cininas, por tanto, los inhibidores de ECA acttan a
través de un doble mecanismo: reduciendo los agentes represores y aumentando los
vasodilatadores (Fig. 5). 3! En la Tabla 5 se menciona la clasificacion y ejemplos del grupo de
farmacos que pertenecen al los inhibidores de la ECA en funcién del ligando que se une a Zn*".
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Tabla 5.Clasificacion de los inhibidores de ECA en funcidn del ligando que se une a Zn**. *

Farmacos que contienen el grupo sulfhidrilo
Alacepril
Captopril
Zofenopril
Farmacos que contienen el grupo carboxilo
Benazepril.
Cilazapril.
Enalapril.
Lisinopril.
Perindopril.
Quinapril.
Ramipril.
Farmacos que contienen el grupo
Fosfinico
Fosinopril.

Ese tipo de fdrmacos estan indicados en el tratamiento de la Hipertensidn Arterial esencial y en
general en todos aquellos procesos hipertensivos que cursen con niveles elevados de Renina. **

Los farmacos IECA presentan un nivel moderado de toxicidad, con efectos secundarios poco
frecuentes, pero generalmente leves y transitorios. No producen efectos adversos especificos,
sino que la mayor parte de éstos derivan de las acciones cardiovasculares del farmaco,
especialmente de tipo vasodilatador.*?
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Figura 6. Sistema Renina-Angiotensina e inhibidores de ECA (Tomado de lo esencial en farmacologia Curso Crash.)*
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4.3 Captopril
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Figura 7. Estructura quimica del Captopril (Tomado de The Merck Index.) >

El Captopril fue desarrollado en 1975 por tres investigadores estadounidenses (Miguel Ondetti,
Bernard Rubin y David Cushman) en conjunto con la compania Squibb (ahora Bristol-Myers
Squibb) cuya patente fue conseguida en septiembre de 1977 y es hasta 1981 que el Captopril
fue aprobado por la FDA como un farmaco seguro.?® Fue la primera molécula sintetizada por
variacion estructural a partir de la molécula original de Angiotensina | y del receptor de la ECA,
lo que permitié iniciar los estudios de variacion estructural en otras moléculas con sus
receptores correspondientes.  En la figura 7 se muestra la estructura quimica del Captopril.

El Captopril es un farmaco utilizado en el tratamiento de la Hipertension y la insuficiencia
cardiaca, pertenece al grupo de los inhibidores de la ECA, que se unen al grupo activo de la
enzima a través de su grupo sulfhidrilo, disminuyendo los niveles de Angiotensina Il y
Aldosterona, incrementando las concentraciones de bradicidina. El componente principal de
esta accidn hipotensora es el bloqueo de la conversién del decapéptido Angiotensina | al
octapéptido Angiotensina Il. 13

Propiedades Fisicoquimicas 3

- Formula condensada: CgH15NOsS

- Nombre quimico: 1-2(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil-L-prolina

- Peso molecular: 217.29g/mol

- Punto de fusién: 103-104°C

- Constante de disociacion (pka): 3.7, 9.8

- Descripcion: polvo blanco cristalino, olor ligeramente sulfuroso

- Solubilidad: agua (160 mg/mL a 25°C), metanol, etanol, diclorometano y cloroformo
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Farmacocinética
o Absorcion

El Captopril se absorbe rdapidamente en el tracto gastrointestinal alcanzdndose el pico maximo
de niveles plasmaticos aproximadamente en una hora. La absorcion minima es del 75% y en
presencia de alimentos en el tracto gastrointestinal se reduce la absorciéon en un 30-40% por
lo que debe administrarse una hora antes de la ingesta. 36

o Distribucion

Aproximadamente del 25 al 30% del fadrmaco circula unido a proteinas plasmaticas con una vida
media de 3 horas y aumenta en presencia de insuficiencia renal hasta 3.5 a 32 horas. Después
de una dosis Unica su efecto maximo es de 60-90 minutos. La duracion de su accion varia de 6-
12 horas y es directamente proporcional a la dosis administrada. Estudios en animales
demuestran que el Captopril no atraviesa barrera hematoencefdlica  en cantidades
significativas. 36

o Eliminacion

Mas del 95% de la dosis absorbida se elimina por orina, hasta un 50% como farmaco inalterado
y el resto en dimeros del Captopril, formados por puentes disulfuro. 36

o Toxicidad

Estudios realizados con el Captopril en animales durante la organogénesis no han mostrado
ningun efecto teratogénico, no obstante, el Captopril ha producido toxicidad fetal en algunas
especies, incluyendo mortalidad fetal durante los ultimos meses de gestacién, retraso del
crecimiento y mortalidad postnatal en ratas. Los datos preclinicos no muestran riesgos
especiales para los seres humanos segun los estudios convencionales sobre farmacologia de
seguridad, toxicidad de dosis repetidas, genotoxicidad y potencial carcinogénico. % Los efectos
toxicos relevantes y relacionados con el farmaco incluyen:

- Alteracién de la hematopoyesis
- Toxicidad renal
- Erosidn y/o ulceracion gastrica

o Aplicaciones Terapéuticas

Los usos principales del Captopril se basan en su efecto vasodilatador e inhibicién de la
actividad de la funcidn renal. Estas ventajas se consideran lo mas claramente posible en las
siguientes condiciones: 37,38

- Hipertensién Arterial
- Insuficiencia cardiaca congestiva
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- Infarto de miocardio
- Nefropatia diabética

4.4 Generalidades del Analisis Quimico

Con base en las caracteristicas fisicoquimicas y farmacolégicas del Captopril como farmaco
antihipertensivo es esencial el desarrollo de métodos analiticos para su andlisis cualitativo y
cuantitativo en diferentes muestras ya sean bioldgicas (muestras para estudios de
bioequivalencia o diagndstico clinico) o en medicamentos.

La ciencia que se encarga del disefio de métodos analiticos es la Quimica Analitica, que
comprende la separacién, identificacion y determinacién de las cantidades relativas de los
componentes que forman una muestra de materia.*’ El proceso analitico debe proyectarse en
toda su extension, deben ser disefiados todos los pasos que integran el estudio para la
obtencién de resultados confiables como: ¥

- Toma, almacenamiento y conservacién de la muestra
- Tratamiento de la muestra para el posterior andlisis

- Determinacidn del analito

- Evolucidén y presentacion de resultados

- Informe final

Los métodos analiticos se pueden clasificar de forma general en dos: 2

1. Métodos analiticos clasicos. Este tipo de métodos se basan en reacciones quimicas y pueden
ser por analisis volumétricos o andlisis gravimétricos

2. Métodos analiticos instrumentales. Son métodos modernos de separacién, cuantificacion e
identificacidn de especies quimicas y se basan en caracteristicas fisicoquimicas del analito

Para obtener informacién del analito es necesario proveerle un estimulo, generalmente en
forma de energia electromagnética, eléctrica, mecdnica o nuclear, en la tabla 6 se muestran
algunos ejemplos de estimulos por los cuales un analito puedes ser cuantificado. 8 Aparte de la
forma de energia se debe contar con cuatro componentes fundamentales como son (Figura 8):

- Generador de sefales

- Transductor de entrada o detector

- Procesador de seiiales

- Transductor de salida o dispositivo de lectura
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Estimulo

Fuente de
Energia

INSTRUMENTOS PARA EL ANALISIS

Sistema
bajo
estudio

[% , rm— ( Respuesta

Informacion
Analitica

Figura 8. Mecanismo para la obtencion de una respuesta analitica (Tomado de

www.pucpr.edu)®

Tabla 6. Propiedades fisicas que pueden utilizarse como sefiales analiticas en el andlisis

cualitativo o cuantitativo.

Sedal

Métodos Instrumentales

Emisién de Radiaciéon

Espectroscopia de emision (rayos X, de electrones Auger),
fluorescencia, fosforescencia y luminiscencia.

Adsorcion de radiacion

Espectrofotometria y fotometria (rayos X, UV-VIS, IR),
espectroscopia foto acustica, resonancia magnética
nuclear y espectroscopia de resonancia de espin
electrdnico.

Dispersion de la radiacion

Turbidimetria, nefelometria, espectroscopia de Raman.

Refraccion de la radiacion

Polarimetria, dispersién rotatoria éptica

Potencial eléctrico

Potenciometria

Carga eléctrica

Coulombimetria

Corriente eléctrica

Polarografia, amperometria

Razén carga masa

Espectrometria de masas

Velocidad de reaccion

Métodos cinéticos

Propiedades térmicas

Conductividad térmica, analisis térmico diferencial,

métodos de entalpia

Radioactividad

Métodos de activacion y dilucion isotdpica

Es esencial definir con claridad la naturaleza del problema analitico ya que de este analisis se
podrd elegir con claridad cudl es el método analitico mas indicado para realizar la determinacién

cualitativa y/o cuantitativa.

8 Con este fin se deben realizar los cuestionamientos siguientes:

- ¢Qué exactitud y precision se requieren?
- ¢De cuanta muestra se dispone?
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- ¢Cudl es el intervalo de concentracién del analito?

- ¢Qué componentes de la muestra interferiran?

- ¢Cuales son las propiedades fisicas y quimicas de la matriz de la muestra?
- ¢Cuantas muestras deben analizarse?

La definicion del problema es la primera etapa, en ella se plantea el tipo de andlisis que se
necesita y la escala de trabajo. Tras ello, debe realizarse la eleccién del método analitico,
aspecto clave para una resoluciéon adecuada del problema. Otras caracteristicas a tener en
cuenta en la eleccién del método son:

- Velocidad

- Facilidad y comodidad

- Habilidad del operador

- Coste y disponibilidad de equipo
- Costo por muestra

Una vez elegido el método, se procede a su ejecucién. Posteriormente, se pasa a valorar los
resultados obtenidos para establecer si el problema ha sido resuelto de forma satisfactoria. Si
no es asi, se deberd reiniciar el proceso analitico y replantear el problema. Dentro de la
eleccién adecuada del método analitico y por medio de la literatura cientifica, es posible la
eleccion de alguno de los siguientes métodos: %

o Meétodos oficiales de analisis. Son establecidos por regulaciones de naturaleza
estatutaria

o Métodos Normalizados de Analisis o Estandar: Son aquellos métodos que han sido
estudiados por diferentes organizaciones y utilizan estudios inter-laboratorios para
validarlos (ISO)

o Métodos recomendados: Son los métodos que resultan de la investigacion y se
encuentran en literatura cientifica

Calidad en el desarrollo de Métodos Analiticos

Los pardmetros de calidad son las caracteristicas numéricas del instrumento y permiten al
guimico reducir el nivel de eleccién del método; es por eso que al realizar el disefo de un
método analitico es importante, también, realizar un proceso de validacion. ® El termino
validacion de refiere a la evidencia experimental documentada de que un procedimiento
cumple con el propésito para el que fue disefiado.

Los criterios que se deben tomar en cuenta para realizar una validacion de un método analitico
son:
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Parametros de validacién del sistema:®®

- Linealidad: Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del compuesto en
la muestra

- Precisién: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto.

Parametros de validacion del método

- Linealidad

- Precisién. Se evalua por medio de dos sub parametros:
a. Repetibilidad: se refiere a la precision de un método analitico que expresa la
variacion dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones
independientes realizadas en las mismas condiciones
b. Reproducibilidad: se refiere al efecto de los eventos aleatorios en la precisién del
método analitico, tales como los dias, los analistas o los equipos. Debe analizarse una
muestra homogénea del producto, al menos por triplicado para probar cada

condicion.

- Exactitud: Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia

- Estabilidad de la muestra: Se refiere a la propiedad del compuesto por analizar, de
conservar sus caracteristicas, desde el momento de muestreo hasta su analisis

- Selectividad: Capacidad del método analitico para cuantificar exacta y especificamente

el compuesto a analizar en presencia de otros compuestos que pudieran estar presentes
en la muestra
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5. ELECTROFORESIS CAPILAR

La Electroforesis Capilar (EC) se ha convertido en una de las técnicas analiticas mds avanzadas
para la separacidon y analisis cuali-cuantitativo en sustancias de importancia farmacéutica ya
que es una técnica complementaria a las ya establecidas como la cromatografia. 62

A continuacion se describirdn los conceptos tedricos basicos y los principios de la EC con el
propdsito de generar el suficiente conocimiento para entender las operaciones bdsicas de los
instrumentos de EC y los principios por los que se lleva a cabo la cuantificacién de los analitos en
dicha técnica.

o Definicidon de Electroforesis

El termino electroforesis se ha definido como el movimiento o desplazamiento diferencial de
especies cargadas, sustancias neutras o migracidn pasiva por atraccion o repulsién en un campo
eléctrico®. En otras palabras un electrodo positivo (dnodo) y uno negativo (catodo) se colocan
en una disolucién conteniendo iones y al aplicar voltaje a los electrodos, los iones de diferentes
cargas se mueven a través de la disolucion hacia el electrodo de carga opuesta.

Dependiendo de la presencia o ausencia de soporte o medio de estabilizacién se pueden
identificar dos técnicas electroforéticas: >

a) Métodos con soporte (medio de estabilizacidn). Se refiere a un medio como papel, gel o un
material empaquetado donde la muestra es colocada fisicamente y existe una disolucion que
cubre por completo el soporte. Las partes basicas de sistemas son un par de electrodos, una
fuente de poder y un medio conductor (Figura 9).

b) Métodos en solucion libre: el analito es introducido en un tubo en forma de U que contiene
una solucién amortiguadora, no existe un sistema de soporte y al aplicar el campo eléctrico las
especies migran en funcion de una relacién carga-masa

La técnica electroforética en solucion en medios libres sin elementos soportes fue desarrollada
por Tiselius en 1937. Su estudio se basdé en el andlisis de mezclas de proteinas en un tubo
aplicando un campo eléctrico de corriente continua por lo que gano en premio Nobel de
Quimica. ¥
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Figura 9. Representacion de un equipo de electroforesis convencional (Tomado de Capillary
electrophoresis methods for pharmaceutical analysis) >

5.1 Generalidades de Electroforesis Capilar

El empleo de capilares para la separacién de sustancias neutras o cargadas inicio en 1967 por
Hjerten y fue hasta 1979 que se usaron capilares de 200 um de didmetro interno recubiertos
por teflon. El uso de capilares de silica fundida con didmetros de 75 um fue promovida por
Jorgenson con lo que logro elevar el potencial analitico de la técnica. %

La EC requiere una instrumentacién simple: una fuente de alto voltaje, un capilar de silica
fundida cuyos extremos se encuentran sumergidos, junto con dos electrodos, en dos viales que
contienen una disolucién amortiguadora, un detector y un sistema procesador de datos. La
fuente de voltaje normalmente es capaz de proporcionar hasta 30 kV, es una fuente continua
conectada a dos electrodos de platino. P Enla Figura 10 se muestran las partes basicas del
equipo de EC.
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Capilar
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Control del PC Detector‘

Salida del Entrada del
Reservorio Muestra' Reservorio

Fuente de Alimentacién

Figura 10. Partes principales del equipo de electroforesis capilar (Tomada de Andlisis
Fundamentos de Electroforesis Capilar) *°

El capilar y los viales (reservorios) se llenan con un electrolito con capacidad amortiguadora; la
muestra se introduce dentro de este sistema que al someterlo a un campo eléctrico las especies
idnicas del electrolito y de la muestra migran hacia el electrodo correspondiente (dependiendo
de la carga).®

El capilar es de silice fundida de didmetro interno entre 10 y 100 um, recubierto con poliamidas
para brindar mayor flexibilidad y disminuir su fragilidad ademas de una ventana sobre el capilar
que permite el paso de la luz UV dando como resultado una visualizacién on-line. **

Idealmente los capilares deben dispersar el calor, ser quimicamente y eléctricamente inertes,
transparentes al UV-visible ya que esto facilita la deteccidon on-line; flexibles, robustos vy
econdmicos. Algunos capilares se derivatizan con polimeros como el polivinilalcohol (PVA), este
recubrimiento reduce la adsorcion de compuestos catiénicos ademas que suprime al flujo
electroosmético con lo que se mejora la reproducibilidad de los tiempos de migracién. 4

Otra parte importante para conservar la eficacia tedrica que proporciona la EC es el sistema de
inyeccidn, ya que de esta depende el ancho de la zona de respuesta; existen diferentes sistemas
de inyeccion para EC que se basan en aplicar un gradiente de voltaje (inyeccion
electrocinética) o un gradiente de presion (inyeccidén hidrodinamica) entre los extremos del
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capilar en ambos casos la inyeccién suele ser de orden de nanolitros, en la figura 11 se
ejemplifican los diferentes tipos de inyeccién. **

Hidrodinamica

Presion >
/’IL‘: _]\\
I Muestra Buffer
Flujo
—_—

H Muestra

Electrocinética

H Muestra Buffer
+ -

Figura 11. Esquematizacion de los tipos de inyeccion de muestra en EC. (Tomado de
www.cultek.com)*

Buffer H

Los sistemas de deteccién para EC generalmente realizan una deteccion directa sobre el capilar
donde el capilar actia como celda de deteccion. El tipo de detector a utilizar depende del
analito a determinar asi como del nivel de sensibilidad que tenga en la tabla 7 describen algunos

sistemas de deteccién para EC.
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Tabla 7. Sistemas de deteccion en EC y rangos de limites de deteccion alcanzados®

SISTEMA DE DETECCION LiMITE DE DETECCION (M)
Técnicas Opticas
- Absorcion UV-visible
Directa 10”a 107
Indirecta 10*a10°
Con paso optico aumentado 107
- Fluorescencia
Directa 107 a10”
Indirecta 10°a10°®
Inducida por laser directa 10 a10"
Inducida por laser indirecta 10°a 107
- Fosforescencia 10°a10°®
- Quimioluminiscencia 10°a 10
- Infrarojo (IR) 107 a10?
- Resonancia magnética nuclear 10°a10™
- Dispersién Raman 10%a 10”7
- Termo 6ptico 107 a 10
- indice de refraccién 10” a 10”7
Técnicas Electroquimicas
- Conductimetria 107 a10®
- Potenciometria 107 a 10®
- Amperometria 107 a10®
Otras Técnicas
- Espectrometria de masas 107 a 10”
- Radiométricos 10 a 10"

Fundamento de Electroforesis Capilar

La separacidn por electroforesis esta basada en la diferencia de velocidad de los solutos en un

campo eléctrico, donde la velocidad de un ion esta dada por la siguiente ecuacién: 39

V= (Ec

. 1)

Donde V se refiere a la velocidad idnica, u. movilidad electroforética y E es el campo eléctrico.

El campo eléctrico esta dado en volts/cm y depende del capilar usado y de la fuerza del
potencial aplicado a través de este. La movilidad electroforética depende de la especie idnica.
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Las moléculas son separadas por las fuerzas del campo eléctrico aplicado; las muestras

separadas son monitoreadas por el detector y son introducidas en el capilar por electroforesis o
e sy a

por electrocinética.*

Existe una relacidn entre el voltaje aplicado y la longitud de capilar, la movilidad de un ién es
una constante que puede ser determinada por el coeficiente de friccidon a través de un medio
elegido (Ec. 2). *

(He) x (fuerza eléctrica Fg / fuerza friccional Fg)...... (Ec. 2)

La fuerza eléctrica esta representada por la ecuacién 3 donde q se refiere a la carga iénica. >
Fe = gE ......(Ec.3)
Donde para un ién esférico la fuerza friccional esta determinada por la ecuacién 4 *

Fr=6mmrv ... (Ec.4)

Dénde:

1 = viscosidad de la solucién
r =radio
v = velocidad idnica

La clave de la separacion es la eleccion del sistema amortiguador y del pH del mismo; ya que
estas condicionan el grado de ionizacién y por lo tanto la movilidad relativa de los analitos en el
capilar. El amortiguador elegido debe tener una buena capacidad amortiguadora al pH de
trabajo asi como una abaja absortividad a la longitud de onda de deteccidn y una baja movilidad
electroforética para minimizar el paso de corriente.®®

Movilidad Electroforética

Este término se refiere a la constante de proporcionalidad entre la velocidad del idn y la fuerza
del campo eléctrico, es directamente proporcional a la carga del idn pero a la vez es inversa a al
coeficiente de friccion. *°

La movilidad electroforética (Fig. 12) de una molécula es mayor cuanto mayor sea su carga y
disminuye seglin aumenta su tamafio, ya que mayor es la friccion de la molécula con el medio y
menor es su carga por unidad de superficie, asi moléculas del mismo tamafio y carga, pero de
diferente forma, pueden tener una movilidad electroforética diferente y ser, por tanto,
separables mediante una técnica electroforética. **
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Otro tipo de movilidad en electroforesis capilar es la movilidad aparente (uap) y se refiere a la

suma de la movilidad electroforética (pe) mas la movilidad electroosmética (preo) del medio de
disolucion (Ec. 5).

Hap = He *+ Hre0 ..(EC. 5)

Bajo condiciones normales de separacidn siempre se cumple que: 89

Movilidad total de cationes > Ureo
Movilidad total de aniones < W0
Movilidad total de elementos neutros = Ureo

[ Cationes 2

it

) Neutros - )
(+ ) = [ - _
Flujo Electroosmotico m

ik 0063000 )

Anodo

Catodo

Flujo Electroosmotico &

h
>
Ld

Figura 12. Separacion del analito en funcion de la movilidad electroforética (Tomada de Andlisis
Quimico Cuantitativo Daniel C. Harris) 40

Las principales caracteristicas de la movilidad electroforética son: %

- Es especifica para cada soluto
Depende de la relacién carga-masa

Los cationes migran hacia el catodo, los aniones al anodo y los compuestos neutros no se
ven afectados por el campo eléctrico
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Flujo Electroosmético

Ademds de las moléculas de soluto cargadas, también en el medio hay una solucién
amortiguadora que se desplaza a través del capilar bajo la influencia de un campo eléctrico; lo
que se conoce como flujo electroosmético (FEO).

Flujo electroosmdticn

\ ﬁ_,f"

Superficie del capilar

Figura 13.Distribucion de las cargas en la interfaz del capilar de silice y el FEO resultante
(Tomado de A. G Ewing, Anal. Chem) 42

El FEO es formado debido a la pared interior del capilar de silice fundida que esta integrado por
grupos silanol con carga negativa (Si-O’) cuando el pH esta por encima de 2). Una capa inmovil
fuertemente adsorbida de cationes adyacentes a la superficie negativa neutraliza parcialmente
la carga del capilar y el resto de la carga negativa se neutraliza por el exceso de cationes
solvatados en movimiento que se encuentran en la pared difusa de la doble capa de la
disolucidn préxima a la pared como se muestra en la figura 13.%

En un campo eléctrico los cationes son atraidos por el catodo mientras que los aniones por el
anodo, el exceso de cationes en la pared difusa de la doble capa constituye un momento neto
en direccién al catodo, lo que da inicio a un fendmeno conocido como electrodsmosis, que es
impulsado pos los cationes solvatados cercanos a las paredes del capilar creando un tipo de de
FEO de toda la disolucién al catodo como se ejemplifica en la figura 14. **
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Figura 14. Polarizacion de los grupos silanol ante el paso de una corriente eléctrica (Tomado de
Electroforesis capilar. Acta bioquimica clinica latinoamericana) ®

Una caracteristica del FEO es que presenta un perfil de distribucion plana, ya que no sdlo se
desvia pocos nanémetros de la pared del capilar con lo que se proporciona la misma velocidad a
todos los solutos, sea cual sea la posicidn en el capilar. La magnitud del FEO puede ser
expresada en términos de la movilidad y la velocidad de forma matematica por medio de las
ecuacionesb6vy7. 37

Vieo = (8& / T]) E... (EC6)
(o}

Meeo = (€€ /M) . (Ec.7)

Dénde:

Vieo = Velocidad del FEO

Mreo = Movilidad FEO

¢ = constante dieléctrica del medio
& = potencial Z

También es necesario el conocimiento de las propiedades acido-base de los analitos, ya que un
analito con algun grupo basico estara protonado a pH bajos y migrara antes del FEO, mientras
gue un analito con algun grupo acido se comportara como un anién y migrara después del FEO,
es necesario conocer el pka del analito para predecir su comportamiento electroforético y
proponer el sistema amortiguador mas adecuado. *°
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El FEO puede ser afectado por las siguientes condiciones: %

- Voltaje aplicado: su aumento provoca el aumento del FEO, este aumento puede ser
indiscriminado y es conocido como Efecto Joule

- pH de la solucion amortiguadora: afecta a la ionizacién del capilar y del analito por lo
tanto también produce un cambio en la movilidad

- Concentracién de la solucion amortiguadora: a temperatura constante, el aumento de
concentracion de la soluciéon amortiguadora produce una disminucién del FEO

- Modificacidon de la pared del capilar: en este sistema se puede disminuir, eliminar o
invertir el FEO

Ventajas de la Electroforesis Capilar

Una de las caracteristicas mas destacables de la EC es su gran versatilidad para realizar varios
analisis; esta versatilidad se fundamenta en los diversos modos de operacion que la técnica
ofrece que en su gran mayoria son de facil uso.

En el area biomédica (andlisis de proteinas, péptidos, DNA, monitoreo de farmacos) asi como en
el drea biofarmacéutica (control de calidad de productos farmacéuticos y biotecnoldgicos,
guimioterapéuticos) la EC estd en crecimiento constante debido a la simplicidad operacional ya
que sélo se requieren pequefios volumenes de muestra. %

Otra de las principales ventajas es que requiere una instrumentacién relativamente simple
como:

- Una fuente de alto voltaje

- Un capilar de silice fundida

- Dos electros de platino

- Viales con solucién amortiguadora
- Un detector

- Sistema de adquisicion de datos
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6. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICACIA

A través del tiempo las técnicas analiticas relacionadas con la cuantificacion e identificacion de
sustancias han evolucionado de manera importante, este es el caso de la cromatografia de
liguidos que comenzd con pequefos cilindros empaquetados con silicato con tamafio de
particula muy grande hasta llegar a la cromatografia de liquidos de alta eficacia.

La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC por sus siglas en ingles) es una herramienta
muy util en el momento de demostrar la presencia de un analito para su cuantificacién,
utilizando cantidades muy pequenas y realizando el andlisis en tiempos muy cortos.

o Definicion de Cromatografia

La cromatografia puede definirse como una técnica que separa una mezcla de solutos basada en
la velocidad de desplazamiento diferencial al ser arrastrados por una fase mévil a través de un
lecho cromatografico que contiene la fase estacionaria.** Es considerado un método fisico de
separacion basado en la distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases
inmiscibles, una fija y otra movil.

Para cromatografia liquida la fase moévil es un liquido o un gas mientras que la fase estacionaria
es normalmente un liquido viscoso enlazado quimicamente a las paredes interiores de un tubo
capilar o a la superficie de las subparticulas sélidas empaquetadas dentro de la columna. El
fluido que entra a la columna se llama eluyente y el que sale por el extremo de la columna se le
nombra eluato. *°

Las propiedades de los componentes de una mezcla determinan su movilidad entre si y con
respecto a la fase mévil. La migracion o retencidn de los analitos pueden tener su origen en dos
fendmenos de interaccidn que se dan entre las dos fases: a6

1. Adsorcién. Que es la retencidon de una especie quimica por parte de los puntos activos de la
superficie de un sélido quedando delimitado el fendmeno a la superficie que separa las fases o
superficie interfacial

2. Absorcion. Que es la retencidon de una especie quimica por parte de una masa, y debido a la
tendencia que esta tiene a formar mezcla con la primera, absorcién pura, o a reaccionar
guimicamente con la misma, absorcién con reaccién quimica, considerando ambas como un
fenédmeno masico y no superficial

Como la separacidn en cromatografia estd basada en la interaccidon de la muestra entre la fase
movil y la fase estacionaria, de esta misma forma se clasifican los métodos cromatograficos, que
dependen del tipo de soporte y de las propiedades de la fase movil y estacionaria como se
muestra en la tabla 8.
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Tabla 8. Tipos de cromatografia y condiciones de fase movil y fase estacionaria®’

Tipo Fase movil Fase estacionaria
Papel Liquido Sélido
Capa fina Liquido Sélido
Fase inversa Liquido (polar) Sélido o Liquido (menos polar)
Fase normal Liquido (menos polar) Sélido o Liquido (polar)
Intercambio idnico Liquido Sélido
Exclusion Liquido Sélido
Fluidos supercriticos | Fluido supercritico Sélido
Gases Gas Sélido o Liquido

Aumento de polaridad

~
-

Insoluble en agua | Soluble en agua
| I 1
Polarnoionico

| |
102 |—
Intercambio
(Reparto (Reparto .
10NICO
en fase en fase -
; Normal) inversa)
5 10
3
o
9
o)
£
2
o 104
-y -
Exclusion
105 |
{En gel permeable ) ( Filtracion en gel )
10°

Figura 15. Identificacion del tipo de técnica cromatogrdfica en funcion de la polaridad y peso
molecular del analito (Tomado de http://gc.discussing.info/gs/b_theory)>*
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Técnicas de Separacion en Cromatografia Liquida

La cromatografia puede clasificarse de acuerdo al tipo de equilibrio involucrado, mismo que es
gobernado por el tipo de fase estacionaria utilizada. Asi la cromatografia puede ser de
adsorcion, intercambio idnico, exclusién vy afinidad (Fig. 15). **

o Cromatografia de adsorciéon

La fase estacionaria es un sdélido en el que los componentes de la muestra son adsorbidos. La
fase movil puede ser un liquido (cromatografia liquido-sélido) o un gas (cromatografia gas-
sélido); los componentes se distribuyen entre dos fases a través de la combinacion de los
procesos de adsorciéon y desorcidn. Permite separar los distintos componentes de una
disolucién por la absorcién selectiva de los constituyentes de una mezcla. La cromatografia de
adsorcién es adecuada para compuestos no polares, que tengan masas moleculares inferiores a
5000 ua. ®®

o Cromatografia de exclusién por tamafio

En la cromatografia de exclusién (Fig. 16) puede separarse moléculas solvatadas de acuerdo a
su tamano y habilidad a penetrar en la fase estacionaria. La separacion se lleva a cabo por
diferencias en tamafio molecular y la habilidad de diferentes moléculas para penetrar los poros
de la fase estacionaria a diferentes tamafios o magnitudes. La cromatografia de exclusion por
tamafio se usa extensivamente para las separaciones preparativas de macromoléculas de origen
bioldgico, asi como para la purificacion de polimeros organicos sintéticos. 9

APLICACION
MUESTR 4
<
sflvaon & Figura 16. Esquematizacion del proceso de
o separacion en C. de exclusion por tamaio de
4. " : : particula (Tomado de http://ocw.usal.es)*
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o Cromatografia de intercambio idnico

Se utiliza para separar y determinar especies idnicas, en funcién de la carga de las moléculas. La
fase estacionaria consiste en una resina de intercambio idnico. Los procesos de intercambio
idnico se basan en intercambios entre iones presentes en una disolucion y los iones del mismo
signo de la superficie de la resina (Fig. 17). Los intercambiadores pueden ser acidos o basicos,
fuertes o débiles. **

z ® z
e g o
o o9 P —
+ ® %= + Las particulas cargadas negativamente se unen a la matriz sélida
| Sl e cargada positivamente y son retenidas
v |
P ] 0® 1T
e .o, Las particulas cargadas positivamente seon rechazadas
@ +) o +)° por la matriz sélida cargada positivamente y son eluidas.
] =] [
o L] o o
2 o ? o las elucion de las particulas cargadas negativamente se
+ + consigue cambiando el pH del disolvente hasta igualarlo
] ] . - . .
e o » a su punto isoeléctrico o hasta invertir su carga neta.
o
[+ ]

Figura 17. Proceso de separacion en Cromatografia de intercambio ionico (Tomado de
Handbooks of Amersham Pharmacia Biotech)>*

La separacion de diferentes sustancias se lleva a cabo porque éstas tienen diferentes grados de
interaccidn con el intercambiador idnico debido a diferencias en sus cargas, densidades de carga
y distribuciones de carga en su superficie. Estas interacciones pueden ser controladas variando
condiciones como la fuerza idnica y el pH. Las diferencias en propiedades de carga de
compuestos bioldgicos son a menudo considerables, y tomando en cuenta que la cromatografia
de intercambio idnico es capaz de separar especies con propiedades poco diferentes.*®

o Cromatografia de afinidad

Este tipo de cromatografia utiliza interacciones altamente especificas entre un tipo de
moléculas de soluto y una segunda molécula unida covalentemente (inmovilizada) a la fase
estacionaria. Las interacciones entre las moléculas del ligando y blanco pueden ser el resultado
de interacciones hidrofébicas o interacciones electrostaticas, fuerzas de Van der Waals y/o
puentes de hidrégeno (Fig. 18). *°
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Figura 18. Proceso de separacion en cromatografia de afinidad (Tomado de http://ocw.usal.es)®

6.1 Generalidades de Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia

HPLC se ha desarrollado en los ultimos afios como una de las principales técnicas dentro de la
industria farmacéutica, esto es porque representa una herramienta util dentro de la industria
debido a la capacidad para analizar practicamente la mayoria de las muestras farmacéuticas y al
mejoramiento en la tecnologia de las columnas cromatograficas. Esta técnica es rapida, exacta
precisa y confiable.>

El andlisis cromatografico involucra la introduccién, separacién y deteccidn de los analitos en las
mezclas, la separacidon se basa en sus propiedades fisicoquimicas e interacciones quimicas con la
fase maévil y estacionaria.

Algunas de sus aplicaciones por las cuales esta técnica es de primera eleccién son: >

- Gran sensibilidad
- Determinaciones cuantitativas exactas
- Determinacidon de compuestos no volatiles (alto peso molecular, iones metdlicos) o
termoldbiles
- Para analisis de aminoacidos, proteinas, acidos nucleidos, hidrocarburos, carbohidratos,
farmacos
En la figura 19 se ejemplifican las partes esenciales que integran al equipo de HPLC como son: ¥
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- Reservorio de fase movil: recipientes inertes, generalmente de vidrio con dispositivos
gue eliminan los gases disueltos y particulas que pudieran estar presentes en la fase

movil

- Sistema de bombeo: este sistema es necesario para aplicar y regular la presion y
velocidad de flujo de la fase mdvil. Este sistema de bombeo debe generar presiones por
encima de 6000 psi, debe estar libre de pulsaciones y ser resistente a la corrosién asi
como alcanzar flujos de 0.1 a 10 mL/min. 33 entre las bombas méas usadas se encuentran:

Bombas reciprocas
Bombas de desplazamiento
Bombas neumaticas

Reservorio de .
) Filtro para
disolvente .
disolvente en

linea
Filtropara &\ L\_.
Pre columna

disolvente .
//
Bomba 4
' "
i & vy
— £
; ' ¥ Columna de
Valvula para ,/ .
. i seguridad
inyeccion de

muestra /.

' 4 I
Columna # i ‘ |
o Regulador £ I Reservorio de
4 ion | “l i
J/ de presion 1.| l Agua

- —

- \
Detector Registrador

Figura 19. Esquema bdsico del equipo de HPLC (Tomado de www.textoscientificos.com)*®
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- Sistemas de inyeccion: se refiere a valvulas que permiten regular la aplicacion de la
muestra en volumenes de 5 a 500 pL. El inyector mas empleado es una valvula de 6
puertas con bucles de volumen conocido y una palanca con dos posiciones (llenado e
inyeccion)

- Columna: las columnas analiticas contienen a las particulas de la fase estacionaria; son
de acero inoxidable y resisten presiones de hasta 10000 psi, de 10 a 30 cm de longitud
con diametro interno de 4 a 10 mm y un tamafio de particula de 1 a 10 um. La mayoria
de los equipos de HPLC tienen acoplada una pre-columna que es adicionado para
eliminar la materia en suspensidén o contaminantes de los disolventes, otra funcién es
saturar la fase movil con fase estacionaria para minimizar perdidas en la columna; la
composicion del relleno es similar a la de la columna analitica sélo que el tamafio de
particula es un poco mayor para minimizar la caida de la presion.>® Existen diferentes
tipos de rellenos para las columnas analiticas, estos pueden ser de tipo:

Pelicular (bolas de vidrio o polimero, no porosas y esféricas)
Particulas porosas (microparticulas de silice)

No sélo la separacién depende del tipo de columna, también es importante el tipo de elucién
que puede ser de dos tipos: >0

a. Elucion isocratica. Cuando la composicion del eluyente es constante, es decir, es sélo
un tipo de fase movil

b. Elucién en gradiente. Cuando la composicidén del eluyente estd en cambio continto
con el objetivo de aumentar la fuerza de la fase mdvil. Hay un cambio de fase movil a
determinados intervalos de tiempo dentro del estudio cromatografico

Aunque no se debe olvidar que cuando mas semejante es el disolvente en polaridad respecto a
la fase estacionaria, mejor eluyen los solutos.

Otra parte importante de HPLC son los detectores, que deben estar basados en la medida de
una propiedad del efluente (indice de refraccion, la constante dieléctrica, densidad) o basados
en la medida de una propiedad del soluto (absorbancia en el UV, fluorescencia, o corriente
limite) que no es inherente a la fase movil (Tabla 9). Las principales caracteristicas de un buen
detector son: >*

- Sensibilidad adecuada

- Estabilidad y buena reproducibilidad

- Respuesta lineal extendida a varios érdenes de magnitud
- Manejo sencillo

- Tiempo de respuesta corto

- Respuesta selectiva a algunos analitos

50



UNAM

FES Cuautitlan

El sistema para el tratamiento de datos es indispensable en un HPLC ya que a partir de este
sistema se registran los cambios en alguna propiedad en funcién del tiempo, la representacion
grafica de estos registros se le conoce como Cromatograma (Fig. 20) donde aparece una serie
de picos simétricos sobre los ejes de los tiempos para la identificacion cuantitativa (area de
pico) y cualitativa (posicién en el eje del tiempo) de los componentes de una muestra.

Tabla 9. Detectores para HPLC. **

Tipo Analito Disolvente Comentarios
Compuestos con indice
indice de | de refraccion diferente | No pueden realizarse | Universal pero de baja
refraccion a la fase movil gradientes sensibilidad
No valido para | Selectivo vy util para
UV- Vis Cualquiera con grupos | disolventes gue | numerosas aplicaciones
cromoéforos absorban en el UV en HPLC
No valido para | Altamente selectivo vy
Fluorescencia Compuestos disolventes gue | sensible, a veces
Fluorescentes absorban en el UV requiere procesos de

derivatizacion

Compuestos oxidables

La fase movil debe ser

Muy selectivo y de alta

nunutes

Electroquimico | o reducibles conductora sensibilidad.
1000 =
ard
00 -
-
E
m- )
S | /\/\, o
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Figura 20. Representacion grdfica (Cromatograma) de los datos obtenidos en un andlisis por
HPLC (Tomado de Instrumental Methods of Analysis)>°
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o Parametros Cromatograficos

A partir de los cromatogramas se pueden obtener parametros cromatograficos que pueden ser
criticos al momento de modificar o mejorar las condiciones para obtener una respuesta analitica
mas confiable y asi garantizar que la cuantificacién del analito sea adecuada.

Parametros de retencién: Brindan informacién acerca de la distribucidon del analito entre las dos
fases (Fig. 21)

- Tiempo de retencion (tg): tiempo transcurrido al momento de eluir el maximo de
concentracién del analito. ** >

- Tiempo muerto (to): tiempo requerido para que la fase mavil atraviese la columna sin
retencion. **

- Tiempo de retencion corregido (tr’): tiempo registrado desde la aparicion del pico
maximo de la especie no retenida hasta el maximo del compuesto eluido. *®

- Volumen de retencién (Vg): volumen de la fase moévil gastado al momento de eluir el
maximo de concentracién del soluto. **

Figura 21.Cromatograma que identifica algunos parametros de retencion try t, (Tomado de
www.ibt.unam.mx) *

- Factor de capacidad (k’): es el cociente de la cantidad de soluto en la fase estacionaria
entre la cantidad de fase mdévil; indica la mayor o menor retencién de un componente
por parte de la columna, es un valor constante y caracteristico de cada analito. *°

Sik’< 1 elucidn muy rapida
Si k">20 elucién muy lenta
Si 1 <k’< 5 intervalo util

52



UNAM FES Cuautitlan

- Factor de selectividad (a): Medida de la ausencia de interferencia de un método que se
mide ante el cociente de selectividad del mismo. Se define para dos componentes e
indica la separacion que hay entre dos maximos. Para garantizar una buena separacién a
debe ser mayor a 1. >

Parametros de eficiencia: Estos se refieren a la teoria del plato cromatografico propuesta por A.
J. P. Martin y R .L. M. Synge en 1941; que consiste en imaginar que en la columna tienen lugar
equilibrios sucesivos de reparto en contracorriente por parte del soluto entre las dos fases. La
columna se divide en N estratos imaginarios llamados platos tedricos. *’

Un plato tedrico se puede definir como un medio cuantitativo para evaluar la eficacia de una
columna y que consiste en tratar una columna en la que tiene lugar el reparto entre las fases
movil y estacionaria. *°

Entre cada plato tedrico se define un espacio llamado altura de plato tedrico (H) que es también
un parametro de eficiencia de una columna cromatografica (Fig. 23). Ambos parametros estan
relacionados y son inversamente proporcionales, a mayor nimero de N menor es H (Ec. 8) °

Figura 22. Cromatograma que muestra los factores que modifican la eficiencia de una columna
cromatogrdfica. (Tomado de www.ibt.unam.mx) *

El nimero de platos tedricos depende a su vez de dos factores: el tiempo de retencion y del
ancho de la base del pico cromatografico (W,). El ancho de base suele ser el intervalo de
longitud de frecuencia de un pico. También puede ser definido en funcién del ancho de la mitad
de la altura de pico (W12, 0 Wys) que es una medida mas reproducible y adecuada para evaluar
la eficiencia del sistema. *°

53



UNAM FES Cuautitlan

En conclusion a estos dos parametros, a mayor N mayor sera la eficiencia de una columna
cromatografica, mientras que a menor altura de pico la eficiencia se verd mejorada.

Otros parametros Cromatograficos son:

- Resolucion (Rs). Este parametro se refiere al grado de separacién o resolucion de dos
bandas adyacentes se define como la distancia entre los picos dividida entre el ancho
promedio de las bandas. Tres son los factores que influyen en la resolucién (Fig. 23). ¥

- Retencién: Si los solutos no se retienen no hay separacién y al aumentar la retencién la
separacion se ve aumentada. Pero si los solutos se retienen demasiado, sélo se retrasara
el analisis sin mejorar la separacion *®

retencion  selectividad  eficiencia

Figura 23. Ecuacion de resolucion en funcion de los tres factores que influyen en su valor
(Tomado de www.ibt.unam.mx)*

Selectividad: A mayor selectividad mejora la separacion. Eficiencia: A mayor nimero de platos
tedricos, mejor es la separacion. >

Para el andlisis cuantitativo es deseable alcanzar la resolucién de al menos igual 1.5; la
separacion de la linea base hace que los sistemas de datos midan el tamafio de cada banda
apropiadamente y esto significa una cuantificacion fiable. Una resolucién pobre puede deberse
a que el método utilizado no es apropiado, pues no discrimina entre los solutos o que hay
mucha muestra en proporcién a la columna cromatografica.>®
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7. METODOLOGIAS PARA CUANTIFICAR EL CAPTOPRIL EN MUESTRAS FARMACEUTICAS

Como ya se ha mencionado anteriormente, la molécula del Captopril tiene una baja absorcidn
en el espectro UV-Vis debido a que no presenta grupos cromoéforos fuertes, es por eso que la
mayoria de los métodos reportados en la cuantificacion del Captopril se describen técnicas de
derivatizacién que tiene como objetivo introducir en la molécula del Captopril un grupo
cromodforo o fluoroforo que le dé a la molécula la capacidad de absorber mejor en el espectro
uv.®’

7.1 Procedimiento segun la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos

En la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) se presenta la monografia del
Captopril (tabletas) la cual indica que el contenido del Captopril debe estar en no menos del 90
% y no mas del 110% de lo indicado en el marbete.

La metodologia de valoracion indicada en esta monografia es una técnica cromatografica (HPLC)
donde la fase movil es una mezcla de metanol: agua (55:45). Para realizar el analisis se utiliza
una sustancia de referencia la cual se prepara de la siguiente forma: >9

o Solucidn stock de Estandar del Captopril (2 mg/mL) (Soln. A)

Pesar 20 mg de estandar de referencia de Captopril, trasferir a un matraz volumétrico de 10 mL
Disolver vy llevar al aforo con fase movil

o Solucién stock de Estandar de disulfuro de Captopril (0.5 mg/mL) (Soln. B)

Pesar 5 mg de estandar de referencia de disulfuro de Captopril
Disolver y a la marca de foro con fase movil

Tomar 5 mL de la solucidon Ay 1 mL de la solucidon B en un matraz volumétrico de 10 mL, llevar
al aforo con fase movil.

o Solucién problema (muestra)

Para la preparacién de la muestra se pesan no menos de 20 tabletas y se obtiene su peso
promedio. Después se trituran hasta obtener un polvo fino.

Pesar una cantidad de polvo fino equivalente a 100 mg de Captopril, llevar a un matraz
volumétrico de 100 mL. Agregar 80 mL de fase movil, someter a un bafio de ultrasonido por 15
min. Llevar a la marca de aforo con ase movil.

El equipo de cromatografia debe estar acoplado a un detector UV-vis vy las lecturas se realizan a
220 nm. Con una columna de 25 cm de longitud y 4.6 mm de didmetro y un flujo de 1 mL/min.
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Para realizar el analisis de bebe de inyectar al sistema cromatogréfico alicuotas de 20 uL de la
preparacién de referencia, ajustar los parametros de operacién e identificar los picos de
respuesta para el estandar del Captopril y del disulfuro de Captopril cuyo factor de resolucién
debe ser mayor a 2.0, mientras que el coeficiente de variacién no debe ser mayor del 2.0%.

Una vez ajustados los parametros de operacion se deben inyectar varios volimenes iguales de
muestra (20 plL) asi como también volumenes de la solucién de estandares, por separado.
Ajustar los parametros de operacién y registrar las dreas de los picos respuesta; El factor de
resolucién entre los picos del Captopril y disulfuro de Captopril no es menos de 2%. El tiempo
de retencidn relativo del Captopril es de 0.5 y 1.0 para disulfuro de Captopril. La cantidad de
CoH15NOsS en una porcidn de muestra tomada se calcula segun la féormula siguiente:

CcD (Am/ Aref)

Dénde:

C = cantidad de Captopril en la preparacion de referencia

D = factor de dilucion de la muestra

A, = drea obtenida en el cromatograma con la preparacién de la muestra
At = drea obtenida en el cromatograma con la preparacién de referencia

7.2 Procedimiento segun la Farmacopea de Estados Unidos

Dentro de las monografias descritas en USP, por sus siglas en ingles, se encuentra la monografia
del Captopril donde se describe la técnica utilizada para su cuantificacidon asi como para sus
productos de degradacién. La cuantificacion se realiza en HPLC en fase reversa por medio del
uso de un detector fotométrico usando una longitud de onda baja para su lectura (220nm). Esta
técnica no es muy recomendable ya que hay altas probabilidades de que existan interferencias
en la lectura debido a contaminacidn por excipientes. 60

El contenido del Captopril puede ser determinado ya sea en forma de materia prima o en una
forma farmacéutica (tabletas). Para la primer forma el Captopril debe estar presente como
minimo en un 97.5% y como maximo 102.0 % en base seca. Para tabletas el contenido del
Captopril no debe ser menor al 90% y no mayor a 110% de lo que indica el marbete.

La fase moévil es una mezcla de una solucién de tetrahidrofurano en metanol y acido fosférico en
agua (33:67). La solucion de resolucién se prepara con estandar de Captopril, un estdndar de
disulfuro de Captopril y con acido 3-tioaceil-2-metilpropanoico en metanol para obtener una
solucién stock que contenga 0.1 mg de cada reactivo por mL (10 pg/mL). La solucién estandar se
prepard con reactivo estandar de disulfuro de Captopril en metanol de concentracion 10 pg/mL.
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La solucién problema se prepara pesando una cantidad equivalente de 50 mg de Captopril en un
matraz volumétrico de 25 mL llevando a la marca de aforo con metanol.

El sistema cromatografico presenta las siguientes caracteristicas:

- Equipo: HPLC

- Detector ajustado a 220 nm

- Columna de 3.9 mm de didmetro y 30 cm de longitud
- Flujode 1 mL/min

El cromatograma de la solucién de resolucién (inyeccion 20uL) debe mostrar los tiempos de
retencion relativos siguientes:

- Captopril 0.32
- Acido 3-tioaceil-2-metilpropanoico 0.42
- Disulfuro de Captopril 1.0

Para la cuantificacién se usa como factor respuesta las areas de pico, se inyectan volimenes
iguales de la solucion estandar y de la solucidn problema (20uL). El porcentaje de disulfuro de
Captopril en proporcion de Captopril es calculado a partir de la férmula siguiente:

100 (Cs/ Cu)(ru/ 1s)
Dénde:

Cs es la concentracion del estandar de disulfuro de Captopril (ug/mL) en la solucién estandar.
C,es la concentracidon de Captopril (ug/mL) en la solucién problema.

ry y rs se refieren al drea de pico del estandar de disulfuro de Captopril de la solucién estandary
al area de pico de Captopril de la solucion problema respectivamente.

7.3 Procedimientos no oficiales

Ademads de los métodos oficiales citados anteriormente existen métodos adicionales que
permiten realizar una determinacién mads confiable y precisa. Estos métodos usan detectores
mas especializados asi como reactivos y reacciones de derivatizacion que mejoran la
cuantificacién de los analitos. Una de estas novedosas técnicas es la que reporta Tahsee Mirza y
Henry S.I. Tan en el Journal of pharmaceutical and biomedical analysis®’; donde la cuantificacién
del Captopril (tabletas) se realiza en un equipo de HPLC por intercambio iénico, usando una
deteccion fotométrica indirecta.
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El método fue plateado como una alternativa al método propuesto en la monografia del
Captopril por la USP, ya que se presenta de forma mas sencilla y efectiva para la cuantificacion
de este farmaco.

El equipo utilizado es un HPLC Hitachi modelo 655A-40 autosampler con capacidad de inyeccién
desde 100 pL, este equipo estd acoplado a un detector ABI Spectraflow modelo 77 de longitud
de onda variable. La columna utilizada fue una columna de intercambio idnico (baja capacidad)
Vydac ® de 46 x 250 mm, con tamaifio de particula de 10 um. La columna analitica fue utilizada
con una temperatura de 45°C.

La fase movil estd formada por una solucién amortiguadora de biftalato acido de potasio 0.1M,
metanol y agua (25:150:825), ajustando el pH de la solucidn a 6.0 con NaOH 0.1 M. esta fase
movil debe pasar por un filtro de membrana de nylon 0.45um y desgasificada al vacio antes de
ser usada. El flujo debe ser ajustado a 1.0 mL/min y los eluyentes deben ser monitoreados a 280
nm.

Como estandar interno se utilizé una solucién stock de acido succinico (SA) de 1.8 mg/mL en
agua. La solucién stock de estandar del Captopril también fue preparada en agua a una
concentraciéon de 5 mg/mL. Se prepard un placebo que contenia la  matriz de la tableta
(excipientes) de acuerdo a la Tabla 10.

Tabla 10. Composicion del placebo de tableta para estudios de recuperacion del Captopril 37

Componente % g

Celulosa microcristalina NF (avicel pH 102) 35.0 7.0
Lactosa monohidratada NF 27.5 5

Acido estearico 0.025 0.05

Amarillo No. 10 tipoDy C 0.01 0.02

Almidon pre-gelatinizado (almidén 1500) 5.0 1.0

Almidén 5.0 1.0

Con la solucién stock de Captopril y la solucidn stock de SA se prepard una solucion estandar (50
mL) donde la concentracidon final de Captopril es de 1.0 mg/mL y de SA de 0.36 mg/mL. La
preparacion de la muestra depende del tipo de estudio a realizar:

o Para estudios de recuperacion
Se tomaron tres volumenes diferentes de la solucién stock de Captopril (7,10 y 13 mL) fueron

llevados a un volumen final de 50 mL, cada una de estas disoluciones contenia 190 mg del
placebo de matriz de tableta y 10 mL de la soluciéon stock de SA.
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o Para productos comerciales

Para este caso se utilizaron dos productos comerciales A y B. Se tomaron muestras de 20
tabletas para cada producto, después de tomar el peso se procedié a triturar y pesar la cantidad
necesaria de polvo de tableta para preparar una solucion de 1.0 mg /mL de Captopril con 10 mL
de la solucidn stock de SA. Ambas muestras fueron filtradas y sonicadas por 10 minutos.

Para ambos estudios el volumen de inyeccién en el sistema cromatografico fue de 25 uL, tanto
de la muestra como para la solucién estandar. La cuantificacion se realiz6 comparando las areas
de pico de la muestra con la del estandar (Area de pico Captopril/Area de pico SA).

En la optimizacidn del método se utilizd un sistema factorial donde variaron tres condiciones,
debido a que fueron identificadas como variables criticas del sistema (Tabla 11):

- La concentracion de la solucién de biftalato acido de potasio (KHP)

- % de la fase orgdanica de eluyente
- Latemperatura de la columna

Tabla 11. Niveles de concentracion de las tres variables para la optimizacion del estudio >7

Nivel 1 0 -1
A KHP (M) 1 1.8 2.5
B Metanol (%) 15 20 25
C Temperatura de la columna (°C) 40 45 50

o Validacién del método
La validacion se realizd determinando:
- Exactitud

Este parametro fue determinado por medio del ensayo con la solucién de placebo de la matriz
del Captopril, conociendo la concentracidn y el % de recuperacién del Captopril.

- Precisién
Este parametro se evalud a partir de la Repetibilidad del método analitico (% RSD) por medio
del % de recuperacion de tres concentraciones diferentes del Captopril por triplicado (n=12).

También se calculé la Repetibilidad de la inyeccién usando como pardmetro el area de pico del
Captopril.
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- Linealidad

La linealidad del método se determind aplicando una técnica de regresidn al rango de dreas de
pico de las soluciones de estandar del Captopril contra la concentracién de Captopril inyectada.
Las respuestas fueron de dos diferentes dias en un rango de concentracion entre 5 a 50 ug del
Captopril inyectado, donde la ecuacion que describe al método es la siguiente:

Area = 0.03850 (Ccapto) — 0.02350

Donde Ccapto Se refiere a la cantidad del Captopril en el sistema (pg) y A es el drea de pico; con
una r> = 0.9990.

- Especificidad

Este parametro fue calculado por medio de la cuantificacién del Captopril en presencia de sus
productos de degradacion, precursores, excipientes y otras impurezas conocidas. Se inyecté
cada una de estas sustancias (por separado), donde el cromatograma obtenido mostro que el
método es especifico y estable ya que la resolucidn entre todos los picos obtenidos fue mayor a
1.5.

- Robustez

Este pardmetro fue evaluado calculando la linealidad del método al cambiar condiciones en el
sistema por ejemplo el pH del buffer (5.9 y 6.1), el % de la fase organica, el flujo de la fase movil
y la temperatura de la columna. Donde se obtuvo que la linealidad del método no fue afectada
por pequefios cambios por lo que el método es robusto.

Tabla 12.Comparacion del método con el reportado por la USP para la cuantificacion en
productos comerciales >’

Producto A ‘ Producto B
(mg)
Concentracién declarada del Método Método Método Método
producto (mg) usp uspP
12.5 12.3+/-0.1 | 12.6 4/-0.2 | 12.2 +/-0.03 | 12.3 +/-0.1
25 23.4+/-0.2 | 23.8+/-0.2 | 24.5+/-0.1 |24.4+/-0.3
50 50.0+/-0.1 | 50.0+/-0.5 | 48.9+/-0.2 |49.9+/-0.4
100 N/A N/A 99.4+/-0.4 99.6+/-0.5
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Otra técnica de cuantificaciéon del Captopril en formas farmacéuticas es la que reporta
Herndndez Martinez A. en su tesis para obtener el titulo de Quimica Farmacéutica Bidloga®
donde se aplica la técnica de electroforesis capilar para determinar de forma simultdnea
Captopril e Hidroclorotiazida.

El equipo de electroforesis capilar utilizado fue un modelo P/ACE™ MQD (Beckman Coulter.
Fullerton, CA, USA) acoplado a un detector uv-vis de arreglo de diodos. Para realizar la
optimizacién del método se realizd el analisis con las condiciones siguiente:

Donde las condiciones finales del método fueron:
- Longitud del capilar

Capilar de silice fundida de 20 cm de longitud y 50 um de didmetro interno, colocado a 10 cm
de distancia al detector.

- Tipoy concentracién de la solucién amortiguadora

Soluciéon amortiguadora de boratos 50 mM con un pH de 8.5 que fue preparada partir de acido
bdrico reactivo analitico en agua desionizada, ajustando el pH con NaOH 0.1 M.

- Temperatura del capilar de 25 °C

- Pasos del método (lavados y tiempo entre corridas electroforéticas) y
acondicionamiento del capilar

El método disefiado en el Software KARAT:
LAVADO

- Lavar el capilar con NaOH 0.1 M por 5 min a 20 psi de presién

- Lavar con agua desionizada por 5 min a 20 psi de presién

- Equilibrar el capilar aplicando un lavado con solucién amortiguadora de boratos por 5
min

MEDICION

- Lavado con solucién amortiguadora de corrida por 1 min a 20 psi
- Inyeccién de la muestra con presion por 0.5 seg a 0.5 psi

- Separacion de la muestra por 1 min a 30 kv

- Longitud de onda de deteccién a 214 nm

Otra parte importante de este estudio es el tratamiento de la muestra, que para su adecuada
cuantificacién se prepard una solucion estandar del Captopril (500 ppm) e Hidroclorotiazida
(250 ppm).

61



UNAM FES Cuautitlan

La solucién problema se prepard pesando de 3 a 5 tabletas de una muestra comercial
(Capozoide), después de obtener el peso promedio por tableta se llevd a triturar y pesar lo
equivalente de polvo de tableta a 50 mg del Captopril para preparar una solucién de 100 mL.

Para la cuantificacién de estos dos principios activos se prepard una curva de calibracion directa
sin dilucién como se indica en la Tabla 13. Para obtener los electroforegramas se mide cada
sistema preparado de la curva de calibracidn iniciando con el de menor concentracidn.

Tabla 13.Preparacion de la curva de calibracion del Captopril e Hidroclorotiazida para la
cuantificacion por EC. *

SISTEMAS 1 2 3 4 5 6 PROBLEMA
Solucién estandar
(mL) 1 2 |3 |4 | 5 6 0
Solucién problema
(mL) 0 0 0 0 0 0 4
Volumen final
(mL) 25

En la curva de calibracion (Fig. 25) cada sistema se inyecto por triplicado y los pardmetros
evaluados en el cromatograma fueron tiempo de migracion y area de pico (Tabla 14). El objetivo
de este proyecto fue el validar la metodologia de cuantificacion, que al igual que el método
planteado por HPLC se evalud linealidad, precisidn, exactitud, especificidad y adecuabilidad
tanto del método como del sistema. La ecuacion que describe la curva de calibracién para el
Captopril es:

Area = 59.055 (Ceapto) — 365. 78
Con una r* = 0.9903

CAPTOPRIL
8000 y = 59.055x - 365.78
6000
< R? = 0.9903
o 4000
< 2000
0+ I I I
0 50 100 150
CONC (ppm)

Figura 24. Curva de calibracion del Captopril 61
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Al final el método resulté adecuado para la determinacién, no sélo del Captopril, también para
Hidroclorotiazida en formulaciones farmacéuticas (tabletas) demostrando que cumple con los
parametros de desempeiio estudiados con lo que demuestra ser un método confiable para la
determinacidn de estos principios activos.

Una técnica innovadora para la cuantificacién de concentraciones pequenas del Captopril, por
medio de una técnica de pre-concentracion en linea, fue desarrollada por Sdnchez Buenfil
Priscila ’* considerando que las muestras a cuantificar provenian de una muestra bioldgica con
bajas concentraciones presentes del Captopril por lo cual fue necesario desarrollar un método
de pre-concentracién para asi poder ser detectado para su posterior cuantificacién.

Método de Pre-Concentracién En Linea

En nombre del método es LVSS (Large Volume Sample Stacking), se refiere a un método de pre-
concentracion el cual consiste en aplicar una diferencia de voltaje (Fig. 26):

Inyectar de forma normal (de positivo a negativo)

Aplicar después un voltaje reverso (sentido contrario) de negativo a positivo para concentrar al
analito

Correr de forma normal (como en el punto uno), obteniéndose una sefal mayor debido a la pre

concentracion
Fase normal — Capilar
= L ; : Nee
a)

Analito
Fase normal “

Fase reversa

Andlite concentrado

b)

t? Cambio polaridad
7]
=,
<

Fase normal

Analito

m concentrado

Figura 25.Esquematizacion del método de pre concentracion en linea
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Tabla 14. Resultados de la curva de calibracién para el Captopril®

Concentracion

(ppm) Area Tm
1003 0.724
10 973 0.724
999 0.724
2083 0.724
20 2018 0.738
2003 0.738
2972 0.724
30 2919 0.724
2936 0.738
4137 0.724
40 4273 0.724
4229 0.724
5676 0.724
50 5556 0.724
5273 0.724
7002 0.779
60 7163 0.779
6610 0.762
Promedio | 0.746
Desv. Est. | 0.013

C.V (%) 1.72

Al aplicar un cambio de voltaje se forma una pastilla (concentrado) de moléculas del Captopril,
gue al momento de pasar por el detector dardn una mayor respuesta que si corrieran de forma
normal.

Condiciones electroforéticas’

- Equipo: Electroforesis Capilar P/ACE MDQ BeckmanCoulter
- Capilar: silice fundida de 30 cm de longitud

- Inyeccién: hidrodinamica a 0.5 psi de presidn

- Medio: Solucién amortiguadora de Boratos 20 mM y pH 8.5.

Soluciones ™

- Solucién de NaOH 0.1N.

- Solucién amortiguadora de Boratos 20mM pH=8.5.

- Solucién amortiguadora de Boratos 2mM pH=8.5 (solucion de aforo para los sistemas
del Captopril).

- Solucién Stock del Captopril 50 pg/mL.
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Solucién de Acido-3,5-di-nitro-benzoico 100pug/mL (estandar interno)

Tabla 15. Preparacion de los sistemas para la curva de calibracion. 7

SISTEMAS 1 2 3 4 5 6 7
Concentracion (pg/mL) 04(12|24|3.6(48|6.0|12
Stock Captopril 50 pg/mL (mL) 02(06(1.2(18|24| 3 | 6
Acido 3,5-dinitro benzoico 100ug/mL. 250 pL
Vol. Aforo
Soln. amortiguadora de Boratos 2mM 25 Ml
TIME EVENT VALUE DURATION INTERVIAL OUTLETVIAL SUMARY
Rinse-Pressure |20.0 psi| 2.00min B1:C1 BO:B1 Forward
Rinse-Pressure |20.0 psi| 1.00min B1:D1 BO:B1 Forward
Rinse-Pressure |20.0 psi| 2.00min B1:A2 BO:B1 Forward
Inject-Pressure | 0.5 psi 25sec 51:A1 BO:A2 Override, Forward
0.17Minramp, reverse polarity
Separate-voltage| 20kv | 0.30min B1:B2 BO:A2
6.00 Separate-voltage| 20kv | 6.00min B1:B2 BO:A2 0.17Minramp, reverse polarity
6.00min end

Figura 26. Caracteristicas del método para la determinacion del Captopril por LVSS. 74

AREA CORREGIDA

4.5

CONCENTRACION DE CAPTOPRIL f (AREA)

35

2.5

/

1.5

/

0.5
0 ‘/"

6

8

CONCENTRACION (ug/ml)

10 12 14
y=0.341x-0.003
R?=0.999

Figura 27. Curva de calibracion del Captopril. 7
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El método anterior permite cuantificar concentraciones muy bajas del analito a partir de 0.4
pug/mL que pudieran estar presentes en sistemas biolédgicos como muestras sanguineas asi como
concentraciones mayores (12 pg/mL) que pudieran presentarse en muestras farmacéuticas. Con
el método de pre-concentracion en linea (LVSS) por Electroforesis Capilar en zona se obtiene un
incremento en la respuesta del 421.78 % mads que la que se obtendria por el método
convencional. Existen otras dos variantes para la cuantificacién del Captopril por EC cuando la
matriz es una solucién (Tabla 16).

Tabla 16. Métodos alternos para la Cuantificacion del Captopril por EC. %

Método B*
Silice fundida con 57 cm de
longitud y 50 um de didmetro,
localizado a 50 cm del detector

Método A%

Silice fundida con 57 cm de longitud
y 75 um de diametro, localizado a 50
cm del detector
Antes de cada corrida lavar el capilar
con una soluciéon de NaOH 100 mM y -

con solucién amortiguadora.

Caracteristicas
Capilar

Preparacion del
Capilar

Temperatura del

capilar 30°C -
Sol. amortiguadora de boratos 100 | Sol. amortiguadora de boratos 50
Soln. mM pH 8.1 con dodecilsulfato de mM pH 8.0 con taurodeoxicolato

Amortiguadora

sodio 50 mM (15:85) en acetona.

Sol. amortiguadora de boratos 50
mM pH 8.2 con dodecilsulfato de
sodio 100 mM (15:85) en acetona.

de sodio 40 mM y fosfatidilcolina
25 mM.

Inyectar una solucidn del compuesto
en la Sol. Amortiguadora por
presion a 20 psi por 1 s, inyectar una

Inyeccion Por presion de 5a 10s. mezcla de MeOH-Agua (5:95) a 20
psi por 1 s, inyectar una solucién de
halofantrina en Sol. amortiguadora

a 20 psi por 1s.

Deteccion UV a 200 nm UVa214 nm

Voltaje 25 kv -

Modelo del equipo

Beckman P/ACE 5510

Beckman P/ACE 5510
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8. METODOLOGIAS PARA CUANTIFICAR EL CAPTOPRIL EN MUESTRAS SANGUINEAS

El desarrollo de metodologias para determinar fadrmacos en muestras bioldgicas es de gran
importancia para la farmacologia ya que a partir de estos métodos se puede realizar la
monitorizacion de farmacos, un ejemplo es la monitorizacién de los niveles plasmaticos y/o
séricos para determinar procesos farmacocinéticos de un nuevo principio activo asi como
realizar estudios de bioequivalencia con farmacos de referencia. A continuacidn se describen
algunas técnicas para la cuantificacion del Captopril en plasma y suero por medio de dos
técnicas (EC y HPLC) donde podremos observar diferencias, similitudes ventajas y desventajas
de cada una de las técnicas de cuantificacion.

8.1 Cuantificacion por Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia

HPLC estd lejos de ser un método de eleccidn para la determinacién del Captopril en sangre,
plasma y orina, sin embargo, los niveles de concentraciéon bajo y la sensibilidad relativa del
Captopril a la oxidacién determina que los métodos de HPLC sigan tres direcciones diferentes:

a) Eluso de deteccidn electroquimica sin el uso de un agente de derivatizacién

b) El uso de deteccion UV o fluorescencia del producto de derivatizacién del Captopril

c) El uso de técnicas de pre-concentracién como extraccion liquido-liquido o el uso de
multicolumnas

El Captopril tiene una limitada estabilidad en fluidos biolégicos porque el grupo tiol es
facilmente oxidado a un dimero de disulfuro. Es por eso que para medir las concentraciones del
Captopril se debe afadir un estabilizador quimico a las muestras bioldgicas para evitar la
formacién de los disulfuros. El uso de un agente de derivatizacion aparte de prevenir la
oxidacién del grupo tiol también aumenta la absorcién del Captopril en el espectro UV-Vis.®

La mayoria de los métodos a continuacion descritos se basan en el método desarrollado en
1981 por Kawahara y col donde la concentracién libre del Captopril en sangre es determinada
por reaccién con p-bromofenacilo (p-BPB) que es utilizado como un agente de derivatizacién
estabilizador del grupo tiol del Captopril.

C. Richer en 1984 retoma este método para realizar la determinacién de la farmacocinética del
Captopril asi como sus efectos bioldgicos y antihipertensivos en pacientes hipertensos. En el
método analitico se basd en la determinacién del Captopril a partir de muestras de sangre
venosa.

o Condiciones cromatogré\ficas67

Equipo: HPLC (Waters)
Columna: C-18 uBondapak
Flujo: 1 ml/min
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Detector: Waters 480, con lectura a 254 nm.
o Tratamiento de la muestra ®

Las muestras de sangre venosa (10 mL) fueron agregadas a un tubo con 30 mg de p-BPB para su
posterior agitacién (5 min) y reposo a temperatura ambiente por 15 min. El objetivo de este
paso fue dar el tiempo necesario para que el Captopril libre fuera atrapado por el agente de
derivatizacién. Pasado este tiempo la muestra fue centrifugada por 5 min a 2500 rpm para
obtener como muestra final suero.

El estandar interno (SI) utilizado fue Acido Tiosalicilico, donde 250 mg de este fueron
derivatizados con 500 mg de p-BPB en un volumen de 100 mL de acetona.

Para la determinacién del Captopril se adiciono 150 pL de Sl a 3 mL de suero para su posterior
extraccién, donde el residuo final es disuelto en 100 pL de fase moévil (acetonitrilo-agua-acido
acético 55:44.5:0.5), el volumen de inyeccién en el sistema cromatografico fue de 20 plL. El
intervalo de concentracién donde la respuesta tiene un comportamiento lineal y confiable es 20
ng/mLa 2.5 ug/mL.

Otro método para la cuantificacidon del Captopril con fines farmacocinéticos se desarrollé en
1996 por C. Arroyo y col donde describen un método de cuantificacién por medio de HPLC para
la determinacion del Captopril libre en muestras plasmaticas por medio de una deteccién de
fluorescencia. &

o Condiciones cromatograficas 63

Equipo: Waters Milford, MA, USA.

Columna: Nova-Pack C18 con una longitud de 150 mm, diametro interno de 3.9 mm y tamafio
de particula de 4 um.

Fase movil: acetonitrilo - 4cido acético pH 2.30 (42:38 v/v)

Flujo: 1.5 mL/min

Detector: Fluorescencia de longitud de onda variable. Longitud de onda minima de 340 nm y
longitud de onda maxima de 389 nm.

o Soluciones estandar

Stock del Captopril: esta solucién fue preparada por dia que es requerida en medio acuoso con
una concentracion de 1 mg/mL.

Estandares plasmaticos: a partir del stock del Captopril se prepararon estadndares en medio
plasmatico libre con concentraciones de 25, 75, 150, 300, y 600 ng/mL

Stock de estandar interno: N-acetil-L-cisteina (NAC) concentracién de 12.75 pg/mL en metanol.
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Stock agente de derivatizacion: N-(1-Pirenil) maleimida (NPM) concentracion de 1 mg/mL en
acetonitrilo.

o Tratamiento de la muestra

Las muestras de sangre venosa (5 mL) es tomada con un tubo vacutainer heparinizado con 250
uL de EDTA 0.2 M vy acido ascorbico 0.2 M (50:50). La muestra es centrifugada a 2500 rpm por
10 mina4°C.

Después de separar el plasma de las muestras, se toman 150 plL y se adiciona a un tubo que
contiene 600 pL de solucién amortiguadora de fosfatos (pH 7.0) y 90 uL del agente de
derivatizacién NPM, también se adicionan 10 puL de una solucién de estandar interno NAC.

La combinacién de estos reactivos es cuidadosamente mezclada por algunos segundos después
se deja reposar a temperatura ambiente protegida de la luz por 20 minutos para completar el
proceso de derivatizacion. El aducto de Captopril resultante es estabilizado agregando 30 uL de
HCI (11 M) para su posterior lectura se conserva en congelacién a — 40 °C.

o Extraccién

Para realizar la extraccidn se agregd a las muestras tratadas acetato de etilo (1.5 mL) agitando
por 5 minutos y llevando a centrifugar por 5 minutos a 3 rpm, la fase organica es evaporada por
secado bajo una corriente de nitrégeno para después ser reconstituida en 150 uL de metanol y
después inyectar al sistema cromatografico 2 uL de muestra reconstituida.

o Variables analiticas &

El método analitico usado para la determinacion del Captopril fue una curva de calibracién
donde cada sistema de la curva fue inyectado por sextuplicado en tres diferentes dias con el fin
de validar la metodologia.

La linealidad de método fue estimada en un rango de concentraciones de 25 a 600 ng/mL con

un coeficiente de determinacion (r?) de 0.9915. El limite de deteccidn para el Captopril fue de 10
ng/mLy el limite de cuantificacién de 25 ng/mL (Fig. 28).
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Table 2
Validation of analytical method
Concentration added (ng/ml) Concentration found (mean=8.D.) (ng/ml) CN. (%) Accuracy (%)
Intra-assay (n=6)

25 30.86+4.72 15.31 23.44

75 69.21 £10.80 15.61 ~17.72

150 151.43+17.70 11.69 0.95
300 303.82+11.94 393 1.27
600 594.17£48.82 8.18 ~0.97
Inter-assay (n=18)

25 29.05+£545 18.76 16.20

75 71.94+7.89 10.97 ~4.08
150 152.93x13.13 8.59 1.95
300 295.04+15.38 5.21 —1.69
600 598 +38.44 6.42 —0.18

S.D.=standard deviation, CV. =coefficient of variation.

Figura 28. Parametros de validacion para la curva de calibracion del Captopril en plasma
(Tomado de Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications) 63

Este articulo nos describe un método por HPLC en fase reversa sensitivo, especifico, rapido y
robusto con detecciéon en fluorescencia para la determinacion del Captopril en humanos usando
volumenes pequeiios de plasma.

En 1999 M. Ammini y colaboradores propusieron una nueva metodologia para la cuantificacién
del Captopril por HPLC en muestras plasmaticas donde se propone un nuevo agente de
derivatizacién que mejore la absorcién en el espectro UV-Vis. El método es una curva de
calibracion con una respuesta lineal de 12.5 a 500 ng/mL. 68

Este método estd basado en una extraccidn y derivatizacion usando un nuevo reactivo de
derivatizacién, 2-bromo-2'-acetonaftona, selectivo y sensitivo para la determinacién del
Captopril en plasma.

o Condiciones cromatograficas

Equipo: sistema Waters HPLC

Columna: pBondapak NH, con tamafio de particula de 10 um, longitud de 150 mm y diametro
interno de 3.9 mm.

Detector: Uv-Vis modelo 486. Ajustado a una longitud de onda de 246 nm

Fase movil: n-hexano-2-propanol-metanol-acido acético.

Flujo: isocratico de 2 mL/min.

o Estandarinterno

El reactivo utilizado como estandar interno para la cuantificacion del Captopril es acido
dinitrobenzoico. Se prepara una solucion de concentracién 625 ng/mL en solucion
amortiguadora de fosfatos 0.01 M con pH de 7.0.
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o Aducto 2-captopril-2’acetonaftona (Fig. 29) ®

Se adicionan 0.8g del Captopril y 1.3g de 2-bromo-2"-acetonaftona y 0.8g de trietilamina en 100
mL de metanol. Después de mezclar se deja reposar a temperatura ambiente por 1 hora para
después evaporar por secado a vacio.

El residuo es reconstituido en una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.0 (0.05 M) para
después ser lavado dos veces con 20 mL de éter dietilico, ajustando el pH a 2.0 adicionando HCI
diluido y extraer con 80 mL de éter dietilico. Al final después de remover el disolvente se
obtiene el aducto, confirmando su homogeneidad por medio de una cromatografia de capa fina
(TLC por sus siglas en ingles).

) COH

Figura 29. Estructura quimica de 2-captopril-2’acetonaftona. % (Tomado de Pharmaceutical
Acta Helvetiae)

Tratamiento de la muestra 2

Obtener 1 mL de plasma usando un tubo de vidrio con 50 plL de acido ascérbico 0.1 M y 50 uL
de EDTA 0.1 M. A la muestra de plasma agregar 1 mL de la solucién de estandar interno y 100 L
de una solucién de 2-bromo-2"-acetonaftona al 0.2% en acetona. Esta ultima mezcla es agitada
por 30 segundos para después dejar en reposo por 30 min a temperatura ambiente.

Después del reposo, la mezcla debe ser lavada dos veces con 7 mL de benceno para después
agregar 0.5 mL de acido perclérico con el objetivo de precipitar las proteinas presentes en la
muestra; una vez precipitadas las proteinas plasmaticas el aducto del Captopril es extraido con 7
mL de éter dietilico donde la fase organica es evaporada a sequedad a 40 °C bajo una suave
corriente de aire. El residuo es reconstituido en 0.5 mL de 2-propanol para después ser
inyectado en el sistema cromatografico (25 pL).

71



UNAM FES Cuautitlan

o Parametros analiticos %

Los picos del Captopril libre en plasma correspondieron a concentraciones de la curva de
calibracion 0, 12.5, 25, 50, 100, 250 y 500 ng/mL (Fig. 30y Fig. 31).

Table 1
Reproducibility of the analysis of captopril 1n homan plasma

Concentration added  Concentration measured (mean+ 5 E.)

(ng/ml) Tnira day (n—5) Tnter day (n—5)
500 500.5+9.01(1.80)  505.13+ 10.41(2.10)
250 262.5+2766(10.54) 26013+ 19.09(7.4)
125 11854 13.18(11.12) 112,63+ 8.04(7.13)
50 55.67 4 3.87(7.00) 53.22 4 3.90(7.37)
25 2575+ 1.98(7.70) 20.30 + 1.32(3.55)

Values in parentheses are coefficients of variation (%a).

Figura 30. Curva de calibracion del Captopril en plasma. (Tomado de Pharmaceutical Acta
Helvetiae) ®®

La curva de calibracion fue obtenida a partir de la las concentraciones del aducto formado de 2-
captopril-2’acetonaftona con un coeficiente de correlacion de 0.9980 cuya ecuacién que
describe la curva es:

Y =0.004 X +0.012

Donde Y se refiere al area de pico del aducto/ area de estandar interno y X es la concentracion
del Captopril (ng/mL) en plasma. El limite de cuantificacidén del Captopril para este método es
de 10 ng/mL para 1 mL de plasma.

Hasta el momento sélo se han descrito metodologias para la cuantificacion del Captopril en
muestras de humanos, pero el objetivo de esta recopilacion es determinar una técnica para
cuantificar el Captopril en muestras de animales experimentales pequeinos; con este fin a
continuacion se describe una metodologia desarrollada por Pao-Chu Wu y colaboradores en el
2000 que tuvo como objetivo evaluar la farmacocinética y farmacodinamia del Captopril en
geles hidréfilicos transdérmicos en conejos normotensos y ratas hipertensas espontaneas
(HRS).”
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Figura 31. Cromatograma del (A) Captopril libre en plasma; (B) pico blanco con el Captopril (250
ng/mlL)y 625 ng/mL de estdndar interno; (C) muestra de plasma tomado 2 h después de la
administracion oral de 50 mg con 625 ng/mL de estdndar interno. %8 (Tomado de Pharmaceutical
Acta Helvetiae)

De esta investigacion es importante destacar las caracteristicas de los animales experimentales,
en este caso el conejo normotenso es el animal experimental empleado para la determinacion
del Captopril. Los conejos macho empleados pertenecian a la raza de conejos blancos
neozelandeses de 10 a 12 semanas de edad con un peso entre 2y 2.5 Kg.

Estos conejos fueron anestesiados con una dosis de 30 mg/Kg de peso de pentobarbital sédico
con una inyeccién en una vena marginal de la oreja para después colocar un catéter en la arteria
femoral (Fig. 32).

o Condiciones cromatograficas 7°

Equipo: HPLC sistema Waters

Columna: LichroCART C18, con 125 mm de longitud, 4 mm de didmetro interno y tamafio de
particula de 4 um.

Detector: UV modelo 470, monitoreando la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm

Fase movil: 40% de acetonitrilo y 0.02% de acido acético en agua

Flujo: 1 mL/min
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Figura 32. Localizacion de la vena marginal auricular del conejo (Tomado de
http://argos.portalveterinaria.com) ®

o Soluciones stock 7

Estandar interno: p-fenilfenol en una concentracion de 1 pg/mL en acetonitrilo.
Agente de derivatizacién: bromuro de p-bromofenacilo que es preparado en una solucién de
acetonitrilo con una concentracién de 2 mg/mL.

o Tratamiento dela muestra_70

Se toman muestras sanguineas de arteria (2 mL) para ser mezcladas en un tubo de vidrio con
0.05 mL de EDTA 0.2M y acido ascérbico para después centrifugar a 5000 rpm por 7 min a 4°C el
plasma obtenido se toma 1 mL para ser agregado a un tubo con tapdn de rosca que contiene 0.1
mL del reactivo de derivatizacién bromuro de p-bromofenacilo y 1 mL de Buffer de fosfatos pH
7.4, se mezcla y se deja en reposo a temperatura ambiente por 30 min. Al finalizar el tiempo de
reposo se agregan 0.2 mL de HCI 2 N con el objetivo de precipitar las proteinas plasmaticas; si la
muestra no se usa al momento se puede congelar a -20 °C para su posterior uso.

Después de este tratamiento se agrega 0.1 mL de la solucién de estandar interno, se mezclay se
agregan 6 mL de una solucién 1:1 de acetato de etilo-benceno que es usada como disolvente de
extraccién. La muestra se agita fuertemente por 10 min, la fase organica es evaporada por
sequedad bajo una atmdsfera de presion reducida. El residuo es reconstituido en 0.2 mL de
acetonitrilo para poder inyectar en el sistema cromatografico un volumen de 20 pL. El limite de
deteccidn para el Captopril es de 50 ng/mL y el rango de concentraciones cuantificables es de
300 a 5000 ng/mL.
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8.2 Cuantificacion por Electroforesis Capilar

La determinacion del Captopril en fluidos biolégicos por EC es una técnica que aun no ha sido
desarrollada, las metodologias para la cuantificaciéon de este analito estan referidas a un grupo
general de compuestos (aminotioles). En el Journal of Chromatography B del 2009 Filippo
Carlucci y Antonella Tabucchi” describen de forma general algunas técnicas para la
cuantificacion de este tipo de compuestos en muestras bioldgicas por EC.

Es caracteristico que en plasma menos del 90% de los tioles se encuentran en forma de
disulfuros unidos entre un 40 a 50% a proteinas plasmaticas. Estos tioles pueden ser
clasificados en dos grupos: 273

1. Mezcla de disulfuros de alto peso molecular
2. Tioles libres de bajo peso molecular

Al igual que en las metodologias en HPLC para la cuantificacion del Captopril en EC también se
utilizan reactivos de derivatizacién para brindar mayor estabilidad a los grupos tioles de las
muestras bioldgicas. Este es el caso de la primer técnica desarrolla para evaluar tioles en plasma
desarrollada en 1991 por Jellum y col’*. Donde usaron meta monobromobimato (m-BBr) como
agente fluorescente de derivatizacion.

La determinacion de tioles en plasma es una técnica que ha sido utilizada recientemente donde
los disulfuros son reducidos con trifenilfosfina, mientras que las proteinas son removidas por
precipitacién con acido 5-sulfosalicilico o acido tricloroacético®™. Antes de la separacién las
fracciones de aminotioles son derivatizados ya sea con m-BBr o con 4-fluoro-7-
sulfamolibenzofurazano (ABD-F) para después ser detectados en un rango de longitud de onda
entre 230y 260 nm. %

Kange y col "1 describen una técnica para determinar tioles en muestras plasmaticas de
humano, donde la muestra de plasma de 0.5 mL se le agrega 50 pL de fosfato de tributilo
(TBP) al 10% que es usado como agente reductor del grupo tiol y agente de separacion de este
grupo con las proteinas plasmaticas.

Para precipitar las proteinas se usé ATC al 10% (5 mL) en una soluciéon con EDTA 1 Mm después
de centrifugar el sobrenadante es agregado a un tubo que contiene 0.2 mL de buffer de boratos
0.1 My pH 8.0 en EDTA 2 mM, se mezcla para después dejar incubar por 5 min a 50 °C con 0.4
mL del reactivo de derivatizacion (preparado en el medio amortiguado pH 8.0).

Las muestras son pasadas por filtros con tamano de poro de 0.45 um para después ser
inyectadas en el equipo de EC. El capilar de silice fundida utilizado tiene una longitud de 27 cm
con 50 um de didmetro interno, se aplicod un voltaje de 15 kv usando como medio amortiguado
de fosfatos 50 mM con pH 2.1 y una longitud de onda de 220 nm para la deteccién del tiol.
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En el caso especial de la determinacidon de aminotioles en plasma la EC se ha combinado con
deteccion por fluorescencia inducida por laser (LIF). Para este tipo de compuestos Rawi
Ramautar y col en su articulo capillary electrophoresis in metabolomics ** describen una
metodologia para la determinacién de aminotioles en muestras plasmaticas donde se propone
el uso de un agente reductor como trist-(carboxietil)-fosfina acoplado a 5-bromometil-
fluoresceina.

Como sistema de corrida se usa una solucién amortiguadora de boratos 60mM con
dodecilsulfato de sodio-2-amino-2-metil-1-propanol ajustando el pH a 10. El tiempo de
separacion es menos a dos minutos, obteniendo resultados bien correlacionados con un
método estandar por HPLC. %

Otra metodologia descrita para la cuantificacién de tioles en sangre humana por EC fue
propuesta por A. R. lvanov * donde el procedimiento de preparacion de la muestra involucra la
conversion de disulfuros a tioles libres con trifenilfosfina ademas de la precipitacién de
proteinas con ATC y como agente de derivatizacién se uso monobromobimano (mBrB) dando a
esta determinacién un alto porcentaje de recobro que facilita las condiciones de deteccién y
cuantificacion de los analitos.

Medio de corrida: solucién amortiguadora de fosfatos 80 mM ajustando el pH a 9.0

- Capilar: Capilar de silice fundida con 65 cm de longitud y 50 um de didmetro interno

- Acondicionamiento del capilar: Entre cada inyeccidn el capilar fue acondicionado con
NaOH 0.2M y con medio de corrida por 5 min cada uno.

- Condiciones de separacién: El voltaje aplicado fue en fase normal a 250 volts
manteniendo el capilar a una temperatura de 30°C.

- Inyeccién: hidrodinamica por 5 segundos a 50 mbar de presién.

- Preparacién de soluciones: Trifenilfosfina 427.2 mM en una solucion de agua —dioxano
(80 % v/v) y HCl 2 M. mBrB 8.72 M en una soluciéon de agua-acetonitrilo (9% v/v) con
EDTA 2 mM.

Todas las soluciones usadas deben ser filtradas (0.22um de poro) y desgasificadas a vacio por
10 minutos a 25°C.
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9. ANALISIS DE LAS CONDICIONES BASICAS PARA LAS TECNICAS POR CROMATOGRAFIA DE
LiQUIDOS DE ALTA EFICACIA Y ELECTROFORESIS CAPILAR

Debido a la importancia del Captopril como farmaco usado en el tratamiento de la Hipertensién
es necesario contar con métodos analiticos que permitan su identificacidn y cuantificacién ya
sea a nivel industrial o a nivel investigacidn. Es por esta razén que se han desarrollado algunos
métodos que permiten hacer determinaciones analiticas de forma rapida y sencilla. Los
métodos propuestos en esta revisidon para realizar la cuantificacion del Captopril en muestras
farmacéuticas fueron:

I.  Procedimiento segun la FEUM por medio de una técnica cromatografica (HPLC) directa,
usando un estandar interno de referencia con deteccién UV-Vis>®

II.  Procedimiento segun USP por medio de una técnica en HPLC en fase reversa con
deteccién UV-Vis usando un estandar interno de referencia para la cuantificacion®

lll. Determinacién del Captopril en tabletas por medio de una técnica en HPCL por
intercambio i6nico con una deteccion fotométrica indirecta usando para |la
cuantificacién la comparacién del factor respuesta de un estdndar y la solucién
problema del Captopril ¥’

IV. Determinacidn simultanea del Captopril e Hidrocolotiazida en tabletas usando la técnica
de EC por medio de una curva de calibracidn directa con una deteccion UV-vis 61

V. Determinacion del Captopril por EC usando un método de pre-concentracién en linea
para muestras con baja concentracidon de este principio activo, usando una curva de
calibracion directa y con una deteccion UV- vis 7

VI.  Determinacién del Captopril por EC en muestras en solucién variando condiciones del
medio de corrida (Soln. Amortiguadora) # %

Los primeros tres métodos descritos se refieren a técnicas Cromatograficas (HPLC) ya que esta
técnica sigue siendo la técnica de primera opcidn para la cuantificacion de cualquier analito en
general.

Entre los procedimientos plateados por la FEUM vy la USP no hay mucha diferencia con
excepcion de los reactivos utilizados (estandar interno y la fase movil).

La metodologia Ill es una variacién al método planteado por la USP, es un método mas
completo en el cual nos muestran por medio de pruebas estadisticas que es un método lineal,
preciso y confiable ya que para disminuir las interferencias que puedan provocar los excipientes
de la formulacién se prepara un sistema placebo asi como encaminar la determinacién hacia
dos tipos de muestras (estudios de recuperacién y productos comerciales).
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En la Tabla 17 se realiza la comparacion de estos métodos cromatograficos donde podemos
apreciar que en cuanto a las condiciones del equipo (columna y flujo) son muy similares a
excepcion del método Ill ya que la columna es de intercambio idnico. La longitud de onda para
los tres métodos se encuentra dentro del espectro Ultravioleta, de igual forma el flujo es el
mismo (1 mL/min).

La diferencia entre estos métodos son los reactivos, donde el mds sencillo es el reportado por la
FEUM, ya que la fase mévil sélo consta de dos especies al igual que los estandares. El método
reportado por la USP es menos accesible porque los reactivos resultan menos faciles de
conseguir pero el manejo de los sistemas es mas sencillo ademas que proponen el uso de una
solucién de resolucidén con el objetivo de ajustar este parametro cromatografico y asi obtener
datos confiables en la determinacion.

El método Il maneja tres sistemas en su fase mévil con el uso de un sistema amortiguador para
ajustar el pH de la solucién, este factor favorece a la conservacién del Captopril, ya que es
sensible a sufrir oxidacidn en su grupo tiol, por lo que es importante el manejo de un sistema
amortiguador dentro de su andlisis. La ventaja de este método con respecto a los oficiales es su
sencillez en cuanto al tratamiento de las muestras y determinacidn del analito, ademas se toma
en cuenta el factor interferencia provocado por los excipientes que pueda contener la
formulacién. La desventaja es el tipo de columna cromatografica ya que no es tan accesible
como una columna cromatografica convencional.

Por EC se presentaron cuatro metodologias para la cuantificacion del Captopril, podemos
observar que todos son métodos sencillos donde no se necesitan tantos reactivos como para
HPLC, la preparacion de las muestras es muy sencilla y los tiempos de analisis mas cortos. Hay
gue destacar los métodos desarrollados por alumnos de la FES Cuautitlan ya que brindan una
nueva alternativa para la cuantificacion de este analito. En la tabla 18 se muestra un
consensado de estas dos técnicas.

En el caso de estos dos métodos los resultados obtenidos son satisfactorios, tanto para la
cuantificacién en tabletas como en muestras de baja concentracion. EL método en principio es
parecido, manejan el mismo sistema amortiguador, las condiciones de capilar son similares asi
como la inyeccién y la presidn, la diferencia son los limites de cuantificacidn establecidos para
cada método uno maneja concentraciones para la curva de calibracién de 10 a 60 pg/mL
mientras que el método que aplica una pre-concentracion en linea va de 0.4 a 12 pg/mL.
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Tabla 17. Comparacion de métodos para la determinacion del Captopril en muestras
farmacéuticas por HPLC

Método | (FEUM)

Método Il (USP)

Método Il (Alternativo)

Tipo de método
cromatografico

Fase normal

Fase reversa

Intercambio idnico

Columna y flujo

25 cm de longitud y
4.6 mm de
diametro. Flujo 1
mL/min

30 cm de longitud y 3.9
mm de diametro. Flujo 1
mL/min

Intercambio idnico de
baja capacidad. 25 cm
de longitud y 4.6 mm de
diametro. Flujo 1
mL/min

Soln. Amortiguadora

Fase movil Metanol y agua Tetrahidrofurano en biftalato de potasio
metanol y acido fosférico | 0.1M, metanol y agua.
en agua Ajustando el pHa®6.0
Longitud de 220 nm 220 nm 280 nm
onda
Volumen de 20 uL 20 uL 25 ulL
inyeccion
Disulfuro de Disulfuro de Captopril en | Acido succinico en agua

Estandar interno

Captopril en fase
mévil 0.5 mg/mL

metanol 10 pg/mL

1.8 mg/mL

Estandar
Captopril

Captopril en fase
mévil 0.5 mg/mL

Captopril en agua 5
mg/mL

Cuantificacion

Comparacién areas

de pico del estandar

interno conladela
muestra

Porciento de disulfuro de
Captopril en proporcion
del Captopril (dreas de
pico)

Comparacion del las
areas de pico del
estandar interno vy la
muestra

Estudios de

Aplicacion Cuantificacién en Cuantificacién en tabletas recuperacién y
tabletas comparacion entre
productos comerciales
Inyeccién de Soln. con Estandar de
Ajuste de estandar del disulfuro de Captopril y
Resolucion Captopril y disulfuro con acido 3-tioacetil-2-

de Captopril

metilpropanoico en
metano
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Tabla 18. Determinacion del Captopril por EC (Métodos desarrollados en la FES Cuautitldn)

Método IV Método V 7
(Captopril e Hidroclorotiazida) (Bajas concentraciones del
Captopril)

Silice fundida, longitud de 20 cm y
Capilar diametro interno de 50um Silice fundida, longitud de 30 cm
colocado a 10 cm del detector

Boratos 20 mM (acido borico) pH 8.5

Solucidn Boratos 50 Mm (acido boérico) pH Boratos 2mM pH=8.5 (solucién de
amortiguadora 8.5 aforo para los sistemas de la curva
de calibracion)

Inyeccion hidrodindmica de 25 seg a

Método Inyeccion hidrodindmica de 0.5 seg | 0.5 psi de presidn, separacién por
(Software) a 0.5 psi de presién, separacion por | 0.30 min a 20 kV polaridad reversa
1 min a 30 kV polaridad normal Separacion por 6 min a 20 kV
polaridad normal
Longitud de onda 214 nm 214 nm
Estandar Captopril 500 pg/mL 50 pg/mL
Estandar Interno - Acido-3,5-dinitrobenzoico 100 pg/mL
Curva de calibracion directa sin Pre-concentracion en lineas (LVSS)
Método de dilucién Curva de calibracion directa sin
cuantificacion (10 a 60 pg/mL) dilucién

(0.4a12 pg/mL)

En cuanto a los métodos descritos en la tabla 16, no son muy detallados como los anteriores,
s6lo marcan las caracteristicas bdsicas de la metodologia con el propdsito de ser ajustadas para
cada tipo de equipo o caracteristicas de la determinacién. Aunque pudieran ser tomados como
base para el desarrollo de un nuevo método ya que platean las caracteristicas esenciales para
implementar la técnica de cuantificacién.

Las técnicas de separacion en fase liquida como HPLC y EC son las técnicas de uso frecuente
para la determinacidon de sustancias organicas en muestras sanguineas, el inconveniente de
estas técnicas en la determinacidén de sustancias con grupos tiol, como el Captopril, no pueden
ser detectados debido a que carecen de las propiedades estructurales necesarias para producir
sefiales compatibles con detectores de UV y fluorescencia, es por eso que en todas las
metodologias descritas para la cuantificacién del Captopril en muestras sanguineas se propone
el uso de agentes de derivatizacién. ¥’
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La eleccidn del agente de derivatizacion es importante no sélo para la optimizar la deteccion
también para estabilizar al grupo tiol deteniendo su degradacidon asi como mejora de las
propiedades cromatograficas (HPLC) y las respuestas de ionizacion con la introduccion de carga
a la molécula (CE) (Fig. 33). El agente de derivatizacién reacciona con el grupo funcional tiol
para producir un derivado con absorcién en el UV.%®

LS Derivado con propiedades de absorcion en
FRACCIONCROMOFORA |  DELA + TioL —_— P upv S
| FRACCION
|
Agente de derivatizacion Analito Objeto analitico final

Figura 33. Esquema general de la reaccion de derivatizacion UV para tioles. (Tomado de Journal
of Chromatography B.)

Los agentes de derivatizacidon se pueden clasificar en categorias segun el tipo de la fraccion
reactiva: compuestos haldégenos activados, compuestos de doble conexion activados,
disulfuros,. Un reactivo ideal debe reaccionar rdpidamente y especificamente con tiol a
temperatura mas baja posible y el pH ligeramente acido para evitar la oxidacion de los analitos
que conducen a resultados erréneos del analisis. %

El primer método para la cuantificacion del Captopril en muestras sanguineas por HPLC fue
desarrollado por Kawahara y col. y fue este método la guia para posteriores estudios ya que en
este se propone el uso del agente de derivatizacion asi como el tratamiento de la muestra para
esta determinacién.

En esta revision se expusieron tres métodos para la Cuantificacion del Captopril en muestras
sanguineas humanas por HPLC debido a su sencilla metodologia y la disponibilidad de equipos.
Cabe seialar la importancia de la descripcion de un método para la determinacién de este
analito para muestras sanguineas provenientes de animales experimentales también por HPLC

En la Tabla 19 se resumen los aspectos mds importantes de estas cuatro metodologias con el

objetivo de observar las similitudes y diferencias entre estos métodos y cual de estos seria mas
factible utilizar como base para el desarrollo de un nuevo método.
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Plasma
{muestra)

+

Buffer . Reaccion |
{fosfatos) ) {mezclal)
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derivatizacion

Reduccion Derivatizacion
Separaciony
cuantificacion
| {HPLC})

Agente de [ Reaccion Desproteinizacion
-g Eaele > (mezcla2)
derivatizacion |

Figura 34. Esquematizacion del sistema analitico para la determinacion de tioles en plasma por
HPLC.”® (Tomado de Journal of Chromatography B.)

Para la determinacion del Captopril por EC en muestras sanguineas no hay ninguna
metodologia reportada hasta el momento es por eso que para este fin en esta recopilacién se
hizo referencia a metodologias para la determinacién de amino tioles en muestras sanguineas
(como se esquematiza en la figura 34).

EC es una técnica de separacién analitica capaz de realizar separaciones de alta resolucién para
un rango diverso de compuestos. Es en particular adecuada para la separacién de compuestos
polares y cargados.”®Un beneficio de EC con respecto a HPLC es que presenta una buena
separacion para compuestos pequenos en matrices complejas sin alguna preparaciéon en
especial si la concentracion se encuentra en un alto rango, ademds es facil de lavar después de
terminar el anélisis quedando lista para una nueva corrida. >
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Tabla 19. Comparacion de metodologias para la cuantificacion del Captopril en muestras sanguineas por HPLC.

Método |

Método Il

Método Il

Método IV

Autor y afio

C. Richer (1984)
HPLC fase normal

C. Arroyo et al. (1996)
HPLC fase reversa

M. Ammini et al. (1999)
Formacion de aducto

Pao-Chu Wu, et al. (2000)

Tipo de muestra

Suero humano

Plasma humano

Plasma humano

Plasma animal
experimental

Detector y
longitud de onda
usada

Detector UV-vis,
ajustado a 254 nm

Detector de fluorescencia de
longitud de onda variable
ajustado en un rango de 340
2389 nm

Detector UV-vis ajustado a
246 nm

Detector UV-vis ajustado a
260 nm

Columnay flujo

C-18 pBondapak con
flujo ajustado a
1mL/min.

C-18 Nova-Pack de 150 mm
de longitud, 3.9 mm de
diametro y tamafio de

particula de4 um. Flujo de
1.5 mL/min.

C-18 uBondapak NH;, con
150 mm de longitud, 3.9
mm de diametro y tamaiio
de particula de 10 um. Flujo
isocratico de 2 mL/min.

LichroCART C-18 con 125
mm de longitud, 4 mm de
diametro y tamafio de
particula de 4 um. Flujo 1
mL/min.

Agente N-(1-Pirenil)-maleimida Bromuro de p-

derivatizacion p- BPB (500 mg) (NPM) 1 mg/mLen 2-bromo-2"acetonaftona bromofenacilo
(AD) acetonitrilo (2 mg/mL)
Estandar interno Acido tiosalicilico (250 Acido dinitrobenzoico (625 p-fenilfenol

(s

mg) derivatizado con p-
BPB en acetona (100 mL)

N-acetil-L-cisteina
(12.7 pg/mL en metanol)

ng/mL) en soln.
amortiguadora de fosfatos
0.01MypH?7.0

(1 pg/mL en acetonitrilo)
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Continuacion de la Tabla 20. Comparacion de metodologias para la cuantificacion del Captopril en muestras sanguineas por HPLC

Fase movil

Acetonitrilo-agua-acido
acético (55:44.5:0.5)

Acetonitrilo-acido acético
(42:28 v/v) con pH de 2.30

n-hexano-2-propanol-
metanol-acido acético

Acetonitrilo (40%)-acido
acético (0.02%en agua )

Tratamiento de la
muestra

3 mL de suero agregar

150uL de SI, extraer, el

residuo es incorporado
en FM (100 uL)

150 pL de plasma mas 600
uL de buffer fosfatos pH 7.0
mas 90 pL de NPMy 10 plL
de SI. Dejar en reposo. Y
estabilizar con HCI.

1 mL de plasma mas 1mL de
SI y 100 pL de AD (al 0.2 %).
Dejar en reposo.

2 lavados con benceno y
agregar acido perclérico

1 mL de plasma mas 0.1mL
de AD mas 1 mL buffer de
fosfatos pH 7.4. Dejar en

reposo para después
agregar 0.2 mLde HCI (2 N) y
0.1 mL de Sl.

Extraccion

Con Acetato de etilo,
evaporando a sequedad
bajo una corriente de

Con éter dietilico
evaporando a sequedad a
40 °C

Con Acetato de etiloy
benceno, agitar fuertemente
y evaporar a sequedad bajo

nitrégeno. una atmosfera de presién
reducida.
Inyeccion 20 pL Reconstituir en metano e Reconstituir en 0.5mL de 2- Reconstituir en 0.2 mL de
inyectar 2 uL. propanol e inyectar 25 puL. | acetonitrilo e inyectar 20 pL.
Rango de 20 ng/mL a 2.5 pg/Ml 25 a 600 ng/mL 12.5 a 500 ng/mL 300 a 5000 ng/mL

cuantificacion
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La EC combinada con deteccién UV ha sido usada para la determinacion de compuestos de
purina en muestras de plasma humano. La preparacion de las muestras comprende la
desproteinizacion del plasma con acido perclérico llevando después a un pH neutro el
sobrenadante.

El uso de deteccién LIF para EC provee de una mayor sensitividad y una mejora de la
selectividad de la deteccidon en comparacion con una deteccién UV. En ambos casos usualmente
se requiere el uso de columnas de pre-concentracidon o post-columnas de derivatizacion de
estos compuestos. La desventaja de usar la deteccidn LIF es que el laser no se encuentra
comercialmente disponible, con sélo un nimero limitado de longitud de onda. %

Ya sea para HPLC o EC es importante tomar en cuenta los métodos de pre-concentracion, ya
gue a veces la concentracién del analito es muy baja y es necesario usar estas técnicas para
obtener una mayor respuesta analitica.

La mas usada es la técnica de extraccion en fase solida (EFS) que puede ser aplicada a diferentes
clases de compuestos como anidnicos (acidos carboxilicos y nucleétidos), zwitteridnicos
(aminoacidos) y catidnicos (aminas) asi como analitos neutros como carbohidratos vy
esteroides.”

Ya que los métodos descritos para esta técnica analitica no son especificos para el Captopril sélo
pueden ser tomados en cuenta para desarrollar una metodologia especifica para este analito ya
gue EC presenta la ventaja sobre HPLC de poder separar compuestos en bajas concentraciones
en matrices complejas y ademads si la muestra se encuentra en alta concentracién no hay
necesidad de aplicar un tratamiento previo para su adecuada cuantificacion sélo debe ser
diluida y filtrada o centrifugada para eliminar alguna particula extraia. 100,101
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10. CONCLUSIONES

El presente trabajo cumple con los objetivos propuestos de recopilar la informacion de
métodos analiticos para la determinacién del Captopril por HPLC y EC en muestras
farmacéuticas y muestras sanguineas, describiendo las metodologias y presentando las
aplicaciones en el drea Quimico Farmacéutica.

- Se realizé la revisién de los conceptos basicos acerca de presion Arterial y los
mecanismos que la regulan

- Se definid el concepto de hipertensidn, su tratamiento y el mecanismo de accion de los
farmacos utilizados en el tratamiento de este padecimiento

- Se revisaron las caracteristicas fisicas, quimicas y farmacoldgicas del Captopril como
parte primordial del conocimiento previo para el desarrollo de metodologias para su
cuantificacién

- A partir del concepto de quimica analitica y establecer su objeto de estudio se pudieron
describir las caracteristicas basicas que debe reunir una metodologia de cuantificacién
para cualquier analito

- Se revisaron las caracteristicas minimas de calidad que debe presentar una metodologia
analitica para demostrar que es adecuada para su implementacién

- Se definieron términos como cromatografia y electroforesis capilar asi como las
principales caracteristicas de estas técnicas analiticas

- Se realizo la revisidn de los principios basicos de la cromatografia de liquidos de alta
eficacia asi como las caracteristicas basicas del equipo analitico

- A partir de la busqueda hemerografica y electrénica se realizo la recopilacién de las
metodologias oficiales y no oficiales para la determinacién del Captopril en muestras
farmacéuticas por electroforesis capilar y cromatografia de liquidos de alta eficacia

- A partir de la busqueda hemerografica y electrdnica se revisaron metodologias para la
determinacion del Captopril en muestras sanguineas por medio de cromatografia de
liquidos de alta eficacia usando deteccién UV-Vis y fluorescencia

- Se informo de las metodologias para la determinacién de aminotioles en muestras

sanguineas por electroforesis capilar como base para el desarrollo de nuevas
metodologias en la determinacion del Captopril por esta técnica analitica
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