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INTRODUCCION

El Midazolam (MDZ) (8-cloro-6-(2-fluorofenyl)-1-metil-4H-imidazol-[1,5-a] [1,4]-
benzodiazepina) es una benzodiacepina de accion corta, comunmente utilizada por via
intravenosa en induccion de la anestesia, sedacidén a corto plazo y por via oral para la
medicacion hipnaética, el MDZ genera una solucién basica y muy estable en agua.

En hospitales el MDZ es utilizado como preanestésico, para lo cual se administra por
via oral a los pacientes, esto presenta complicaciones obvias ya que el medicamento
tiene un sabor desagradable, lo que complica la administracion, ademas, en pacientes
muy pequenos, la presentacion farmacéutica tradicional no es para nada atractiva, todo
esto se traduce en una resistencia del paciente pediatrico a ser tratado y la induccion de
la preanestesia toma bastante tiempo. Es por esto que se formulé una forma
farmacéutica extemporanea en chocolate blanco y asi poder inducir a la preanestesia al
paciente pediatrico de una forma mas sencilla, rapida y eficiente. Esta presentacion
farmacéutica necesita adecuarse a los estandares de calidad como cualquier otra de su
tipo, ya que debe asegurar el efecto terapéutico asi como la ausencia de efectos no
deseados en los pacientes.

Para lograr los estandares de calidad en dicha formulacion extemporanea es necesario
primero desarrollar un método analitico de cuantificacion del MDZ, que sea selectivo y
sensible unicamente a este principio activo, ya que se extraera de una matriz
relativamente compleja, como lo es el chocolate blanco. El presente trabajo tiene como
finalidad presentar el desarrollo de dicho método analitico. Cabe mencionar que el
meétodo analito desarrollado fue por HPLC por cumplir con la sensibilidad y la
selectividad que son necesarias.’




1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de Midazolam

1.1.1 Actividad terapéutica

El MDZ es una benzodiacepina con propiedades similares al Diazepam. Es usado como
premedicacion y sedante en operaciones y otros procedimientos que requieren de la
induccién de la anestesia. También es empleado en el tratamiento del insomnio severo.
El MDZ es administrado como clorhidrato por via parenteral y rectal, y como maleato
para su administracién oral. Se pueden desarrollar sintomas de dependencia con el
retiro del farmaco después de su uso regular.2345

1.1.2 Nombre y férmula (Figura 1)

Nombre quimico:
8-Cloro-6-(2-fluorofenil)-1-metil-4H-imidazol[1,5-a][1,4]benzodiacepina.* 68
Nombre genérico: Midazolam.*6-6

Numero de registro CAS: 59467-70-8.468

Nombres comerciales: Dormicum; Dormonid; Hypnovel; Ipnovel; Midolam;
Versed (se incluyen los nombres asignados a las sales de Midazolam).%”
Férmula condensada: C1sH13CIFN3.4.6-8

La formula desarrollada del MDZ se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Férmula desarrollada del
Midazolam#* 6-8

Cl

Peso molecular: 325,774 6-8,
Composicion porcentual: C 66.37%, H 4.02%, Cl 10.88%, F 5.83%, N 12.90%."




1.1.3 Propiedades fisicas y quimicas

Descripcion: Cristales incoloros.®7

Solubilidad: Facilmente soluble en acetona y en alcohol (de 1 a 10 partes de
disolvente para una parte de soluto), soluble en metanol (de 11 a 30 partes), casi
insoluble en agua (en mas de 10 000 partes).®

Punto de fusion entre 158°C y 160°C.%7

UV maximo (2-propanol): 220nm (g 30000).” En pH acido presenta dos longitudes
de onda, a 255nm (E'%1:m=650) y a 220nm.°

Constante de disociacion: pka 6,2.8

Coeficiente de particion: Log P 4,3 (octanol/agua).®

Espectro infrarrojo (Figura 2). Principales picos en las longitudes de onda 1608,
820, 767, 1310, 1210, 995 cm-" (disco de KBr) (Figura 2).5 10
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Figura 2. Espectro infrarrojo del Midazolam.*°

Espectro de masas (Figura 3). Principales iones a m/z 310, 312, 311, 163, 325,
75, 39, 297 (Fig. 3).6

100 — e
80
60

E’Em]

0 r | Mool bk Ju S VY SPR— - oy

100 200 300

Figura 3. Espectro de masas del Midazolam.”




1.1.4 Derivados

Derivado: Maleato de Midazolam.

Numero de registro CAS: 59467-94-6.57

Marcas comerciales: Dormicum (Roche).67”

Férmula molecular: C18H13CIFN3-CsH40a. 67

Peso molecular: 441,85.57

Composicion porcentual: C 59.80%, H 3.88%, Cl 8.02%, F 4.30%, N 9.51%, O
14.48%."

Punto de fusion entre 114°C y 117°C (solvatado).’

Toxicidad: DLso en ratones machos (mg/kg): 760 oral; 86 i.v.”

Derivado: Clorhidrato de Midazolam.

Numero de registro CAS: 59467-96-8.67

Marcas comerciales: Hypnovel (Roche); Versed (Roche).8”

Férmula molecular: C1sH13CIFN3- HCI. &7

Peso molecular: 362,24.57

Composicion porcentual: C 59.68%, H 3.90%, Cl 19.57%, F 5.24%, N 11.60%."
Propiedades: Soluble en soluciones acuosas.’

1.1.5 Estabilidad

Los fabricantes han sefialado que las soluciones de clorhidrato de MDZ en cloruro
sodico al 0,9 por ciento o glucosa al 5 por ciento son estables a temperatura ambiente
hasta 24 h. No se ha descrito que las soluciones similares que contenian clorhidrato de
MDZ en una concentraciéon equivalente a 0.5 mg/mL de base eran estables durante 36
dias cuando se almacenaban en recipientes de vidrio en temperaturas de 4 a 6, 24 a 26
y 39 a 41°C>. En otros casos se ha observaron que una solucién que contenia
clorhidrato de MDZ equivalente a 1 mg/mL de base en cloruro sédico al 0.9% era
estable durante al menos 10 dias cuando se almacenaba en bolsas de PVC. Los
fabricantes aconsejan no mezclarlo con la solucién parenteral de lactato sddico
(solucion de Ringer lactato o Hartmann) debido a que se reduce la potencia del MDZ.*

1.1.6 Incompatibilidades

Se estudié visualmente durante un periodo de 4 h la compatibilidad del clorhidrato de
MDZ con diversos farmacos. Se formé inmediatamente un precipitado blanco con
dimenhidrinato, pentobarbital sodico, perfenazina, edisilato de proclorperazina vy
clorhidrato de ranitidina. Se han descrito incompatibilidades similares con furosemida,
tiopental y soluciones de nutricion parenteral. Otros autores han descrito la formacién
de un precipitado blanco con clorhidrato de MDZ si la mezcla resultante tiene un pH de
5 0o mas.*




1.1.7 Farmacocinética

La biodisponibilidad del farmaco es reducida de un 30 a un 70 por ciento por el
metabolismo de primer paso. La biodisponibilidad después de una administracion
intramuscular es mas de un 90 por ciento. Se ha alcanzado una alta biodisponibilidad
(aproximadamente del 75%) y concentraciones plasmaticas aceptables tras la
administracién sublingual de MDZ.4 8

Se absorbe rapidamente después de una administracion oral y sufre el metabolismo de
primer paso. El MDZ atraviesa la placenta. Pequenas cantidades han sido encontradas
en la leche materna. Es metabolizado por medio de una hidroxilacion a 1-
hidroximetilmidazolam (el cual es un metabolito menos activo que el MDZ), 4-
hidroximidazolam, y 1,4-dihidroximidazolam (Figura 4); los metabolitos son
posteriormente conjugados con el acido glucurénico. Mas del 90 por ciento de una dosis
es excretada en la orina en 24 h en forma de metabolitos conjugados, principalmente
como el conjugado de 1-hidroximetilmidazolam (60 a 70 por ciento de una dosis).
Menos de 1 por ciento de una dosis es excretada en la orina como farmaco sin
cambios.14 6
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Figura 4. Estructuras de los metabolitos de Midazolam. a) 1-hidroximetilmidazolam; b) 4-
hidroximidazolam; c) 1,4-dihidroximidazolam.

Al parecer, el MDZ es metabolizado al menos por 3 isoenzimas diferentes del citocromo
P450, que se encuentran en el higado y el rindn. Las variaciones de la actividad de
estas enzimas podrian explicar algunas de las diferencias interindividuales de la
farmacocinética y farmacodinamia observadas con el MDZ. Sin embargo, un estudio en
pacientes sometidos a un trasplante de higado ha indicado que el intestino delgado es
un lugar significativo para el metabolismo de primer paso del MDZ, metabolismo
presumiblemente catalizado por la isoenzima CYP3A4 del citocromo P450 presente en
la mucosa intestinal. Se debe tener cuidado si se administra de manera concomitante el
MDZ con otros medicamentos que inhiben a estas enzimas microsomales hepaticas,
debido a que se puede inhibir el metabolismo del MDZ, incrementando sus efectos
depresivos del sistema nervioso central.*12

La vida media en el plasma es de aproximadamente 2 h, incrementada en sujetos
ancianos, con problemas de obesidad o en pacientes con insuficiencia hepatica o renal,




ademas se ha observado que la induccidn de la anestesia se presenta de manera mas
rapida en pacientes con insuficiencia renal crénica que en pacientes saludables.*7:12

El volumen de distribucion es de 0,5 a 2/L kg, en personas obesas se ha observado un
volumen de distribucion de 2,7 L/kg.”-'? La unién a proteinas en plasma es cerca del 95
al 98 por ciento.*8

1.1.8 Dosis

Como sedante, el equivalente a 70 ug/Kg de MDZ por medio de una inyeccion
intravenosa lenta; rango de dosis usual 2.5 a 7.5 mg; para induccion de anestesia 200
ug/kg por medio de una inyeccion intravenosa lenta.®

1.1.9 Interaccion con otros farmacos

Los narcoticos aumentan el efecto depresivo en el sistema nervioso central del MDZ,
farmacos como el verapamil o el diltiazem aumentan la vida media de eliminacion del
MDZ, es por ello que puede ser requerida una reduccion en la dosis del MDZ.

Farmacos como los antibioticos macrolidos, metronidazol y azoles antifungicos inhiben
la eliminacion del MDZ al competir por la enzima CYP-450 3A4.12

MDZ potencia la accion anestésica del halotano. Los efectos del propofol o tiopental
son mayores cuando son administrados conjuntamente con MDZ, el fentanilo reduce el
metabolismo del MDZ."3

1.1.10 Reacciones Adversas

Se han descrito casos de reacciones respiratorias y cardiovasculares con riesgo de
muerte después de la administracion de MDZ. Se ha observado dolor, sensibilidad y
tromboflebitis después de la inyeccién de MDZ, aunque su frecuencia es menor que con
el uso de Diazepam. Se ha descrito la aparicion de hipo.*12

Debido a lo anterior y al hecho de que el uso habitual de MDZ puede causar
dependencia fisica, este medicamento tiende a ser regulado ante la autoridad sanitaria.




1.2 Legislacion

El MDZ en la legislacion de los Estados Unidos de Norteamérica se encuentra dentro
de la lista de los depresores controlados por la Drug Enforcement Administration
(DEA)'. En la legislacién de los Estados Unidos Mexicanos, especificamente en la
fraccion 1l del articulo 245 en la Ley General de Salud se enlista a las benzodiacepinas
como sustancias psicotropicas.'®

Los medicamentos que contienen MDZ se encuentran dentro del grupo Il, es decir, son
medicamentos que requieren para su adquisicion receta médica que debera retenerse
en la farmacia que la surta, debera surtirse una sola vez y ser registrada en los libros de
control."®

Las caracteristicas que de manera general deben de cumplir los medicamentos se
enuncian en el articulo 10 del Reglamento de Insumos para la Salud (RIS), el cual
establece lo siguiente: “Los fabricantes de medicamentos deberan analizar, identificar,
almacenar, manejar y controlar los farmacos y aditivos que utilicen, a fin de asegurar
que cumplen con las condiciones sanitarias de identidad, pureza, seguridad, calidad,
estabilidad, esterilidad y, cuando proceda, apirogenicidad, y que estén sin alteracion,
adulteracion o contaminacion.”'®

Para fines del presente estudio la legislacion aplicable es la siguiente:'®

En el articulo 44 del RIS se establece: “... todo acto relacionado con estupefacientes y
psicotrépicos, con excepcion de los que carecen de valor terapéutico y se utilizan
corrientemente en la industria, solo podra realizarse con fines médicos y cientificos”.

1.3 Formulaciones extemporaneas de Midazolam

Se ha descrito el efecto terapéutico del MDZ sin embargo las presentaciones
farmacéuticas en el mercado son uUnicamente para administraciéon intravenosa en la
induccion de anestesia en pacientes pediatricos,’” por lo cual se han desarrollado
férmulas extemporaneas de MDZ para ser administradas por via oral para su uso en
estos pacientes.

Algunos ejemplos de estas formulaciones extemporaneas son:

Solucién oral sabor naranja de 5-mg/mL a partir de ampolletas de MDZ ', solucion
0,2% (p / v) con edulcorante y acido citrico a partir de ampolletas,’® solucion 2,5 mg/mL
de tabletas de MDZ,"® Jarabe de sacarosa con 2,5 mg /mL?%2" y 3,0 mg /mL de MDZ?°
Gelatina de 5y 15 mg de MDZ.?? Chocolates con 7,5mg, 9mg, 10,5mg, 12mg, 13,5mg,
15mg, 16,5mg, 10mg, 19,5mg, 21y 22,5mg de MDZ.?

Pero de estas formulaciones una de las mas atractivas para los nifios podria ser el
chocolate.




1.4 Propiedades del chocolate

El chocolate es el producto homogéneo elaborado a partir de la mezcla de dos o mas
de los siguientes ingredientes: pasta de cacao, manteca de cacao, adicionado de
azucares u otros edulcorantes, asi como de otros ingredientes opcionales, tales como
productos lacteos y aditivos para alimentos, encontrandose dentro de éste diferentes
variedades.?

El chocolate negro, esta formado por pasta de cacao, manteca de cacao y azucar, el
chocolate con leche esta formado por pasta de cacao, manteca de cacao, azucar y
leche, el chocolate blanco esta formado por manteca de cacao, azlcar y leche, 22 su
color blanco corresponde a la falta de la almendra tostada de cacao. 2° La almendra de
cacao contiene aproximadamente un 50% de lipidos, que en conjunto se denominan
manteca de cacao. En su mayoria corresponden a triacilgliceroles simétricos que
poseen acido oléico en posicion 2. La naturaleza de los acidos grasos que la
componen, principalmente acidos estearico (35%) y palmitico (25%) ademas del acido
oléico (35%) varia, aunque poco, segun el origen geografico. Contiene también
esteroles y trazas de vitamina D2. Ademas contiene sustancias fendlicas (5-10%) a las
que se atribuyen, en la actualidad, la mayoria de las propiedades terapéuticas como
antioxidantes. %6 Se trata de flavan-3-oles, principalmente (+)-catequina y (-)-
epicatequina, tanto en formas monoméricas como oligoméricas: procianidinas, cuya
oxidacion proporciona el color parduzco caracteristico de este producto. En las
estructuras oligoméricas la unidad basica corresponde principalmente a (-)-
epicatequina, a diferencia de las encontradas en el té, que corresponden a la (+)-
epicatequina. Los dimeros mayoritarios son las procianidinas B2 a B6, existiendo
numerosos esteroisomeros posibles, lo que dificulta considerablemente su identificacion
y separacion. Por ultimo, cabe destacar la presencia de bases puricas, principalmente
teobromina (3,7-dimetilxantina), en una proporcion del 1-3%, y en menor proporcion
cafeina (0,05-0,3%). Durante el proceso de fermentacion la teobromina es transferida a
los tegumentos de la semilla.?® La serotonina, que produce sensacion de tranquilidad,
sedacion y felicidad; la teobromina, estimulante natural, carbohidratos y grasas que
sacian y dan rapidez mental, y polifenoles que influyen en la salud cardiovascular.
Distintos estudios sostienen que la epicatequina, un flavonoide identificado en el cacao,
podria ayudar a prevenir la ateroesclerosis y otras enfermedades degenerativas.
Aunque otra de sus sustancias, la anandamina, produce cierta adiccion. 24

Durante la solidificaciéon del chocolate, sus moléculas se pueden agrupar de seis
maneras diferentes. En el laboratorio de una fabrica de chocolate, observaron que una
mezcla de cacao y manteca de cacao (principal ingrediente que determina el sabor del
chocolate) disuelta a 50 °C, si se reduce drasticamente la temperatura a 22 °C,
solidifica. Se forman cristales distintos, segun la temperatura de solidificacion que se
puede visualizar con rayos X. El cristal 6ptimo, el que resulta mas sabroso, se forma a
23.86 °C.%"




Para asegurar el efecto terapéutico de la formulacion del MDZ en chocolate es
necesario garantizar la calidad de este.

En un principio se tiene que asegurar la uniformidad de contenido de la formulacién
para evitar problemas en su dosificacion, ya sea que el paciente tiene un problema
relacionado con el medicamento al no recibir la dosis necesaria para alcanzar el efecto
terapéutico o que tenga problemas por sobredosificacion.

Otro aspecto que se debe tomar en cuenta es la estabilidad de la formulacién, ya que
esta garantizara el contenido adecuado del principio activo en la formulacion por un
periodo determinado de tiempo. Para lograr determinar estas caracteristicas se requiere
contar con una metodologia que permita cuantificar de manera inequivoca al
midazolam, la cual podria fundamentarse en la Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién.

1.5 HPLC o CLAR (Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién)

La CLAR es un método de separacion y/o purificacion de moléculas, altamente
selectivo y eficiente que se compone por una fase movil, una fase estacionaria, un
inyector, una bomba, un detector y un sistema de registro de datos o integrador.
(Figura 5).

Figura 5. Componentes basicos de un cromatografo de liquidos de alta resolucion.

Ademas, los equipos HPLC pueden incluir otros médulos complementarios,
indispensables para algunas aplicaciones, siendo los mas comunes un horno de
columna, un colector de fracciones, valvulas para automatizar los procesos, moédulos de
derivatizacién, preparacion o concentracion de las muestras, soportes del inyector y de
columnas, reservorios de fase movil, restrictores de presion a la salida del detector,
filtros intermedios, etc.®




1.5.1. Tuberias del HPLC

Los diferentes mddulos del cromatdégrafo de HPLC se unen mediante tubos, cuyo
conjunto conforma la “linea fluidica”, por la que discurre la fase mdvil, atravesando
todos los componentes del sistema en la secuencia bomba-inyector- columna-detector.
Los médulos y tramos de tuberia se enlazan en uniones o “juntas”, en el esquema tubo-
cono-tuerca (figura 6). 28

Figura 6. Las conexiones de HPLC deben cumplir dos condiciones: minimo volumen muerto y alta
presion. Izquierda: el comienzo del tubo ha quedado lejos de su asiento y ese volumen muerto hara
perder eficiencia.

1.5.2 Reservorios de fase movil

Con la misién de albergar la fase movil previamente a ser bombeada por la bomba del
equipo, muchos cromatografos sin reservorios especiales disponen las fases moviles
sobre los modulos del sistema en las mismas botellas donde vienen los disolventes o
incluso matraces. Sin embargo, algunos reservorios instrumentales permiten ciertas
funciones importantes “en linea” (figura 7), viables también fuera del equipo: filtrar la
fase movil, la cual siempre debe filtrarse para evitar posibles obturaciones del sistema
poniendo filtros en los reservorios generalmente de acero inoxidable de 0,2 Pm en el
extremo inicial de su tubo “de pesca”, que la llevara hasta el sistema de bombeo;
desgasificar, tarea obligada en sistemas de gradientes a baja presion, sobre todo en
fase reversa, para asegurar una atmosfera inerte, mas aun con fases moviles
higroscopicas; termostatizar, forzoso con fases mdéviles de bajo punto de ebullicion o
muy viscosas; desoxigenar, pues el oxigeno puede causar problemas en la deteccion
electroquimica con fases moviles (y muestras) oxidables; agitar fases mdviles
resultantes de mezclar disolventes poco miscibles, disponiendo algunos reservorios de
dispositivos agitadores o emplazando los reservorios sobre un agitador magnético
externo.?8

Figura 7. Reservorios sobre un sistema de HPLC cuaternario
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1.5.3 Sistema de Bombeo (figura 8)

La bomba de un HPLC impulsa la fase movil desde el recipiente que la contiene hacia
el inyector y desde alli hacia la columna. El flujo de dicha fase mévil puede ser muy
variable, desde pyL/min hasta mL/min. Las bombas estan construidas de materiales muy
resistentes tanto al ataque quimico como al desgaste mecanico.?°

Los aspectos mas importantes de todo sistema de bombeo son:

o%

% Presion maxima de operacion, usualmente hasta 6000 psi con un sistema de
corte al excederlo.

Intervalo de volumenes obtenibles, entre 0.1-10 mi/min (flujo).

Caracteristicas del flujo, que debe ser libre de pulsaciones, ya que generarian
‘ruido” y provocarian variaciones en el flujo del solvente, lo que es muy
importante en el analisis cuantitativo ya que las areas de los picos de HPLC
cambian cuando varia el flujo.

Control y reproducibilidad del caudal mejor del 0,5% relativo.

Componentes resistentes a la corrosion.

Facilidad para efectuar el cambio de fases méviles.

Limpieza del sistema.?®

X/ 7
L X EIR X 4

X/ R/ X/
LXK X4

e

*

Las bombas de pistdn pueden ser de piston sencillo o de doble piston, montando estas
ultimas dos pistones en serie 0 en paralelo. Las bombas de flujo constante son muy
repetitivas y garantizan constancia del flujo liberado, a pesar de que los cambios de
viscosidad o de temperatura teéricamente deberian afectar al flujo bombeado. 28

Figura 8. Diagrama de una bomba reciprocante.
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1.5.4 Inyectores y Autoinyectores (figura 9)

Interpuesto entre la salida de la bomba y la columna, el inyector ha de ser un dispositivo
hermético, capaz de incorporar la muestra a la fase movil previa mente a la columna sin
pérdidas de presion que puedan alterar el flujo proporcionado por la bomba.
Practicamente todos los equipos utilizan inyectores de valvulas, por su reproducibilidad,
capacidad de inyectar volumenes muy amplios (desde pL a mL) y resistir las altas
presiones.?8

Figura 9. Inyector, bucles de inyector, estator y rotor seals

1.5.5 Columna Cromatografica

La columna, un cilindro usualmente metalico que alberga microparticulas con la fase
estacionaria es la parte mas importante del sistema cromatografico (Figura 10). La
misma columna. Aunque algunos la consideran una parte del cromatdgrafo, hoy la
columna solo es un consumible, demandada casi “por receta”, de precio muy inferior a
cualquier otro médulo instrumental del equipo, aproximadamente un 1% del total del
equipo, cuyos modulos carecerian de sentido y razon de ser si la columna pudiese
trabajar en condiciones ideales.?®

Figura 10. Columnas de HPLC.

Todas las formas de cromatografia de liquidos son procesos de migracion diferencial,
donde los componentes de la muestra son selectivamente retenidos por una fase
estacionaria y eluidos secuencialmente mediante el cambio de polaridad de la fase
movil. En la cromatografia de fase reversa se utiliza un empaque hidrofébico,
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usualmente un grupo funcional octadecilo u octilo y una fase movil polar. La fase
estacionaria para cromatografia de fase reversa consiste en una matriz porosa e
insoluble a la que se le han unido quimicamente compuestos hidrofobicos. Los soportes
para casi todos los rellenos se preparan con silica rigida, formada por particulas
mecanicamente resistentes, porosas y uniformes, con diametros de 3,5 o0 10 micras. La
superficie de la silica esta constituida por grupos silanol (SiOH) quimicamente reactivos.
(Figura 11)30

Si— OH
Si__
si— = CH
| 3
Si o Si (CH)., CH,
CH,
CH,
|
- Si o Si CH, CH,
|
CH,

Figura 11. Grupos de silanol libres y derivatizados de la fase estacionaria.

La silica presenta las ventajas de resistir la aplicacion de altas presiones sin contraerse,
y de no expandirse al contacto con los disolventes, pero tiene la desventaja de ser
quimicamente inestable; a un pH menor de 3, los ligandos unidos a la silica pueden ser
removidos y a un pH mayor de 7.5, la silica se solubiliza.

Puede considerarse que la HPLC en fase reversa es un proceso de reparto en donde
los solutos estan distribuidos entre una fase estacionaria no polar y una fase movil
polar. Los solutos no polares tienden a adsorberse en la fase estacionaria y se mueven
a través del sistema mas lentamente que los solutos polares.

La retencion hidrofébica del soluto en la fase estacionaria puede disminuirse afiadiendo
un disolvente organico a la fase movil acuosa. Al decrementar la polaridad de la fase
movil, la distribucion de los solutos se cambia hacia la fase mévil. La cantidad de
muestra que se une a la fase estacionaria depende de la concentracion del ligando
inmovilizado, de las propiedades quimicas y fisicas de la molécula que va a ser
adsorbida y de la polaridad de la fase movil y estacionaria. Asi, conforme menos polar
sea la fase movil, menor sera la adsorcion de la muestra a la fase estacionaria.

Entre menos polar sea la molécula que se va a purificar, se requerira una fase
estacionaria mas hidrofébica. Sin embargo, si la muestra resulta ser muy afin a la
matriz, la elucion se dificultaria. Asi que debe hacerse un analisis cuidadoso de la
molécula de interés.
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La porosidad de las particulas de la fase estacionaria también es un factor importante
que influye en la capacidad de unién. Los poros grandes facilitan la interaccién del
soluto con el ligando. Cuando se requiera una capacidad de unién maxima, debera
escogerse una matriz que contenga poros suficientemente grandes, capaces de alojar
todas las moléculas de interés.

La fase mévil puede ser un disolvente puro o una mezcla de disolventes. Cuando se
trata de una mezcla puede programarse la bomba para que tome disolventes de
diferentes botellas en una proporcion determinada y realice la mezcla en una camara de
mezclado.?’

Cuando durante toda la separacion se utiliza siempre el mismo disolvente, se denomina
isocratica, sin embargo es normal realizar un gradiente de composicion del disolvente a
lo largo de la cromatografia para mejorar la eficiencia y acortar la duracién del
proceso.3!

Las separaciones isocraticas usan la misma composicién de fase movil a través de la
separacion. Las eluciones isocraticas se usan cuando la mezcla a separar no es muy
compleja o cuando los componentes de la mezcla tienen tiempos de retencion muy
diferentes. Pero para separar mezclas de proteinas, generalmente se requiere de un
gradiente de elucion en el que la composicion de la fase mévil cambia a través del
analisis como se indico anteriormente.3?

El gradiente de elucion se recomienda generalmente para:

- Muestras que tengan tiempos de retencidn semejantes.
- Muestras de peso molecular mayor a 1000.
- Muestras de origen bioldgico.

Aun cuando se piense utilizar una elucién isocratica, es recomendable hacer un primer
analisis por gradiente para determinar el porcentaje del solvente mas adecuado.?'

Estos gradientes de solvente también son realizados en forma automatica por las
bombas. 3132

La bomba envia al disolvente a través de tubos de diametro pequefo, generalmente de
acero inoxidable, hacia la valvula inyectora. Esta consiste en una valvula de seis vias
que permite introducir en el flujo de disolvente, la muestra contenida en un aro o loop de
volumen calibrado. Luego de que se produzca la separacidn en la columna, los
componentes de la mezcla pasan por el detector. Este produce una sefal eléctrica
proporcional a la cantidad de materia y esa sefial es enviada al registrador que realiza
un grafico de intensidad en funcion del tiempo (cromatograma, Figura 12) del tipo: 3132
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Figura 12. Ejemplo de un cromatograma

Idealmente, se trata de picos gaussianos y cada pico corresponde a un componente de
la muestra original. El integrador calcula ademas el area correspondiente a cada pico, la
cual es proporcional a la cantidad de sustancia.

Dado que los detectores de HPLC son no destructivos, es posible recuperar los
productos que salen de él. De esta manera, dependiendo del tamano del loop de
inyeccion y de la columna, y del tipo de bomba, es posible realizar ademas de
separaciones analiticas, cromatografias preparativas.3?

1.5.6 Detectores

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite ubicar en tiempo y
espacio la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la columna
cromatografica.

El detector ideal sera aquel que satisfaga los siguientes requisitos: alta sensibilidad,
estabilidad, lectura continua y respuesta universal. El detector debe poseer un
dispositivo que mida en forma continua alguna propiedad fisicoquimica de los
componentes de la muestra o de la solucion que los contiene y que genere una sefal
proporcional a la concentracién de la muestra, a medida que esta sale de la columna.?®

Al considerar un detector en términos de su aplicaciéon a un cierto problema, deben
tenerse en cuenta algunas propiedades generales tales como:2°

% Respuesta: Puede ser universal o selectiva, segun la capacidad que tenga el

detector de trabajar con todo tipo de muestras o solo con una especifica. En

general, los detectores universales son mas deseables, si bien los selectivos,

que suelen ser mas sensibles, efectian mejor el analisis de muestras
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complejas porque detectan ciertos componentes a muy bajas
concentraciones.

X/
°e

Sensibilidad: Se define la sensibilidad de un detector como la razon entre la
sefal generada y la cantidad de muestra que produce dicha sefal. Este es un
término relativo puesto que a partir de un mismo detector, la sefial obtenida
puede ser muy diferente para diversas muestras.

X/
°e

Ruido: Es la variacion en la sefial del instrumento que no es atribuida a la
muestra y que puede ser producida por fallas electronicas, variaciones de
flujo o temperatura, fluctuaciones en el voltaje, burbujas de aire atrapadas en
el detector, etc.

X/

% Linealidad: Para utilizar la sefal generada por el detector como una medida
cuantitativa, dicha sefal debe guardar una relacion lineal con la concentracion
de la muestra, esta propiedad se conoce como linealidad. El intervalo lineal
de un detector se puede definir como la diferencia entre las concentraciones
maximas y minimas respecto a las cuales la respuesta del detector es lineal.

« Estabilidad: Un buen detector debe ser insensible a los cambios de
temperatura y a la variacion de flujo y ser compatible con programaciones de
fase movil.?°

1.5.6.1 Detector UV

Es el detector mas utilizado en HPLC. En este caso, es un detector basado en una
propiedad del soluto, como es la de absorber al UV, que no es propia de la fase movil.
Es muy sensible y posee un rango lineal, permite detectar analitos en el orden de los
nanogramos. No es destructivo y puede emplearse con gradientes de fase movil. Es un
detector muy poco sensible a los cambios de flujo y de temperatura.?®

Existen tres tipos de detectores UV: de longitud de onda fija y de longitud de onda
variable y de ordenamiento de fotodiodos. 2°

El primero de ellos es el mas simple, trabaja a longitudes de onda fijas, especialmente a
254 nm, aunque pueden encontrarse detectores que lo hagan a otras longitudes de
onda. El detector de onda variable o espectrofotométrico, es simplemente un
espectrofotometro en el cual se reemplaza al compartimiento de cubetas por una celda
de flujo. Permite seleccionar libremente la longitud de onda de trabajo y en los equipos
mas modernos pueden elegirse 1, 2 6 mas longitudes de onda, obteniéndose
cromatogramas superpuestos a cada una de ellas. 2°

El detector de ordenamiento de fotodiodos, posee una distribucion distinta de la red de
difraccidén, se emplea un sistema Optico invertido: la celda se ilumina con luz “blanca”,
es decir, no monocromatica y la luz emergente de la celda llega a la red de difraccién y
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alli es dispersada hacia el elemento fotosensible. En lugar de una fotocélula se emplea
un conjunto de fotocélulas o fotodiodos montados en un chip de silicio. De esta forma,
se consigue medir no solo la luz transmitida a una longitud de onda, sino todo el
espectro de absorcion del eluido en tiempo real. Una de las formas de presentacion de
los datos espectrales que resulta util para la identificacién de las especies y para elegir
las condiciones de la determinacion cuantitativa, consiste en un grafico tridimensional.
Para poder controlar y procesar toda la informacion es necesario la presencia de una
computadora con el software adecuado. 2°

El detector UV es ideal para realizar el desarrollo de métodos analiticos por HPLC, ya
que permite asegurar, dentro de ciertos limites, la integridad y pureza de un pico
cromatografico. 2°

1.5.7 Fase Movil

No todos los disolventes son adecuados para trabajar en HPLC. Un disolvente
apropiado para HPLC debe cumplir con algunos requisitos, por ejemplo:

Solubilizar bien las muestras

No degradar o disolver la Fase Estacionaria
Poseer baja reactividad

Ser compatible con el detector utilizado
Poseer baja viscosidad

Ser seguro

Tener alto grado de pureza

La muestra a inyectar debe estar completamente disuelta. Es conveniente que el
disolvente sea la misma fase movil. Si esto no es posible, debe tenerse en cuenta tanto
la miscibilidad entre el disolvente y la fase movil, como la precipitacion de componentes
de la muestra al estar en contacto con la fase movil.?°

Hay que tener en cuenta la posible contraccion de volumen, que se produce al mezclar
disolventes muy polares. Esta alteracion en la composicion de la fase movil puede
modificar los tiempos de retencidn de los analitos provocando la superposicién de picos
que en condiciones apropiadas serian separados.??

La fase movil luego de preparada, debe ser filtrada y desgasificada. La filtracién se
efectia por medio de membranas de 0.45 um de porosidad, en equipos de filtracion
adecuados. Las soluciones a inyectar también deben filtrarse a través de membranas
semejantes a las empleadas para la fase movil. Si la cantidad de muestra es muy
pequeiia, se puede reemplazar la filtracion por la centrifugacion. 2°

Los gases disueltos en la fase movil pueden producir varios inconvenientes, entre ellos:
liberacion de burbujas en el cabezal de la bomba, liberacion o formacién de burbujas en
la celda del detector, que se veran como sefnales en el cromatograma y afectaran la
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estabilidad de la linea de base. Los métodos que habitualmente se emplean para la
desgasificacion de la fase movil son: calentamiento, ebullicion a reflujo, burbujeo de un
gas inerte, vacio y ultrasonido. 2°

El valor del pH de la fase moévil puede ser un parametro critico en la retencion de
solutos ionizables y en algunos casos, debe controlarse rigurosamente. A valores de pH
mayores a 7,5 se disuelve la silice de base de las columnas, y a pH menores a 2 se
hidroliza la unién entre la silice y la fase enlazada. 2°

1.5.8 Preparacion de la muestra

Esta etapa es sumamente importante sobre todo cuando la matriz que rodea al analito
es muy compleja. La seleccion del método mas apropiado depende de muchos
factores, como pueden ser:

e Propiedades fisicoquimicas del analito. Es conveniente conocer su estructura
quimica, peso molecular, solubilidad, propiedades acido-base (pKa) y respuesta
frente al tipo de detector seleccionado.

e Concentracidon del analito en la muestra. Para analitos en altas concentraciones,
en general se requieren preparaciones de muestras sencillas como la
solubilizacion vy filtracion. Analitos en bajas concentraciones, pueden requerir
metodologias mas complejas.

e Naturaleza de la matriz de la muestra. Los componentes de la matriz pueden
interferir en la deteccién del analito. Hay que conocerlos para saber cémo
preparar la muestra.

e Forma en la que se presenta el analito en la muestra. Es necesario conocer el
estado en el que se encuentra. En muestras de origen bioldgico el analito puede
no encontrarse como tal, sino unido a proteinas transportadoras, como
metabolito, etc.

e Compatibilidad de los medios de solubilizacién con el sistema cromatografico. La
solucion a inyectar debe ser compatible y miscible con la fase mavil.

e Tipo de detector. Los detectores poco selectivos como el de indice de refraccion
generalmente requieren muestras mucho mas limpias que los detectores mas
selectivos como el de fluorescencia.

e Compatibilidad con el detector. No es conveniente utilizar solventes como la
acetona o el tolueno si se ha de emplear un detector UV porque estos solventes
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poseen una elevada absorcion de base y pueden producir picos espureos o
sefiales importantes en el frente del solvente.?°

Es decir que cada muestra debera ser preparada en forma apropiada para reducir
interferencias y aumentar la vida de la columna.

Puede ser necesario una extraccion liquido-solido, también llamada lixiviacion, que
consiste en la solubilizacion del analito, presente en una muestra sélida previamente
molida, con un solvente adecuado, con la ayuda de agitacion, manual, mecanica o
ultrasénica. Un tipo especial de extraccion liquido-solido emplea sistemas continuos con
disolventes calientes (Soxhlet) y se aplican a analitos poco solubles 0 a matrices muy
complejas.?®

En todos los casos la muestra debera filtrarse antes de inyectarse al equipo, ya que
tanto las muestras como los estandares deben estar totalmente libres de particulas en
suspension. La filtracion de las muestras se realiza con dispositivos desmontables o
fijos que contienen membranas de 0.45 o 0.22 pym de un material apropiado,
seleccionado de acuerdo a su resistencia frente al solvente de disolucion de las
muestras.?®

Existe un proceso de extraccidon denominado en Fase Sdlida, que utiliza columnas o
cartuchos de extraccion, de suma utilidad cuando las muestras son muy complejas y
cuando la concentracion del analito es muy baja, ya que permiten aumentar su
concentracion. Consiste en una extracciéon liquido-solido a través de una pequefa
columna o cartucho de plastico (usualmente polipropileno), relleno con cantidades
variables (desde 100 hasta 500 mg) de distintos materiales similares a los empleados
para el relleno de las columnas de HPLC, pero de mayor granulometria.?®

1.5.9 Parametros Cromatograficos Relevantes

Los parametros tedricos que caracterizan las separaciones cromatograficas por HPLC
son idénticos a los descriptos en cromatografia gaseosa.

1.5.9.1 Volumen y tiempo de retencién

El volumen de fase moévil (o tiempo para Tr) necesario para transportar la banda de
soluto desde el punto de inyeccién a través de la columna, hasta el detector, en el punto
maximo del pico del soluto se define como volumen de retencion (Vr).

El volumen muerto (Vo) representa lo que se conoce como espacio muerto o volumen
de retraso de la columna, incluye las contribuciones efectivas del volumen del inyector,
tuberia, conexién, columna y detector.33

19




1.5.9.2 Tiempo de retencion corregido

En la cromatografia de liquidos, cualquier compuesto no retenido puede usarse como
muestra para medir el to. El tiempo muerto de la columna puede usarse para determinar
el llamado tiempo de retencion ajustado o corregido, t'r.

tR=tr—to

1.5.9.3 Factor de capacidad (k")

Una medida conveniente y util de la retencion del soluto esta dada por el factor de
capacidad (o factor de retencion), k'.

El factor de capacidad puede ser calculado para cada pico usando la siguiente
ecuacion:

k '=(tr—to)/to

Donde tr es el tiempo de retencidon de la muestra y to es el tiempo de retencion de un
soluto que no interactia con la fase estacionaria, también conocido como tiempo
muerto.3?

Actualmente, se conoce como factor de retencién (k’). El factor de retencién es un
parametro experimental importante que se utiliza para describir las velocidades de
migracion de los solutos en columnas. Para el soluto A, el factor de retencion, kA se
define como:

KA=(KA+VS)IVM

donde KA es la constante de distribuciéon del soluto A, VS es el volumen del soluto en la
fase estacionaria y VM el volumen del soluto en la fase movil.33

La fase movil seleccionada debe dar valores de k’ que estén en el rango de 1 a 20.
Valores mayores de k' generan tiempos de retencidén largos que resultan en tiempo
analitico desperdiciado; y los valores menores que la unidad no proporcionan una
resolucidon adecuada entre los solutos.3?

1.5.9.4 Selectividad

El factor de selectividad a de una columna para dos solutos, A y B, se define como la
relacion de la constante de distribucién del soluto retenido con mas fuerza, B, y la
constante de distribucién del soluto retenido con menos fuerza, A:
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a=k'B/k’A

donde k'B es la constante de distribucion de la especie retenida con mas fuerza,
especie B, y k’A es la constante de la especie retenida con menos fuerza, es decir, la
especie A, que eluye mas rapido. De acuerdo con esta definicion, a siempre es mayor
que la unidad.33

1.5.9.5 Eficiencia

La eficiencia de una columna cromatografica depende del ensanchamiento de banda
que ocurre cuando un compuesto pasa a través de la columna. Para las mediciones
cuantitativas de la eficiencia de las columnas cromatograficas se emplean dos términos:
(1) altura del plato H y (2) cantidad de platos o numero de platos tedricos N. Los dos
estan relacionados por la ecuacion:

N=L/H
donde L es la longitud del empaque de la columna (en cm). La eficiencia de las
columnas cromatograficas aumenta a medida que es mayor el nimero de platos Ny la
altura H es menor. Se observan grandes diferencias en la eficiencia de las columnas
como resultado de las diferencias en el tipo de columna y de las fases movil y
estacionaria. En términos de numero de platos tedricos, la eficiencia puede variar desde
unos centimetros hasta varios cientos de miles; la altura de los platos varia desde unas
décimas hasta milésimas de centimetro y son comunes incluso mas pequerias.3?

1.5.9.6 Numero de platos teoricos

Expresada como una cantidad adimensional, refleja el numero de veces que el soluto
se reparte entre las dos fases durante su paso a través de la columna.33

El numero de platos tedricos en la columna entera viene dado por:

N=L/H = (L*X)/02
donde L es la longitud de la columna.
Si consideramos la posicion del pico a X = L con el hecho de que la anchura del pico en
su base es w, obtenida de las tangentes dibujadas desde los dos puntos con mas
pendiente del pico, es igual a 40, la ecuacion anterior se convierte en

N=16xL2/W?2

Si en lugar de medir L y w en unidades de longitud se hace en tiempo, la ecuacion
quedara:

N=16(tRIW)?
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Una caracteristica importante de un sistema cromatografico es su eficiencia, expresada
como una cantidad adimensional llamada numero de platos teoricos. El término “plato
tedrico” proviene de un estudio tedrico en el que se traté a una columna como si
estuviera constituida de numerosas, discretas y contiguas capas denominadas platos
tedricos. Refleja el numero de veces que el soluto se reparte entre las dos fases
durante su paso a través de la columna. Entre mas grande sea el numero de platos
tedricos de una columna, mayor sera su eficiencia y por tanto se podra lograr una
mayor resolucién.3?

1.5.9.7 Resolucion cromatografica

Es una medida cuantitativa de su capacidad para separar dos analitos A y B. La
resolucién de cada columna queda definida como:

RS=(2AZ)(WA+WB) = 2 ((trA) — (trB)) WA+WB

Se puede mejorar la resolucidn para una fase estacionaria determinada alargando la
columna, lo que incrementa el numero de platos. Sin embargo, una consecuencia
adversa de anadir platos es un incremento en el tiempo necesario para la separaciéon de
los componentes.33

Otros parametros que puede mejorar la resoluciéon cromatografica son:

- Factor de capacidad: es el elemento mas manipulable debido a que depende de la
polaridad de la fase movil. Para una resolucion optima, k’ debe estar en el intervalo
entre 2y 5.32 En HPLC, en lugar de variar la temperatura de la columna para mejorar la
resolucién del cromatograma, se cambia la composicion de la fase maovil a lo largo de la
separacion utilizando mezclas de entre dos y cuatro solventes. 3

- Selectividad: implica modificar las caracteristicas quimicas del relleno de la columna.3?

1.5.9.8 Asimetria (AF)

El factor de asimetria del pico (AF, de asymetry factor) se define como la razéon de las
mitades del ancho del pico a una altura dada. Conforme se mida mas abajo la asimetria
del pico AF es mayor, debido al ruido del detector, un compromiso aceptable es medir
AF en 10% de la altura del pico.33

Asimetria (As): la asimetria (tailing) es una medida de la simetria del pico, tiene el valor
1 para un pico perfectamente simétrico y su medicidén es importante puesto que puede
llevar a errores considerables de cuantificacion, e incluso a solapar picos adyacentes de
tal manera que la integracion y la precision se tornan menos confiables. Se calcula:?°

As = (at+b)/2a
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Donde a y b son las medidas entre la linea que une el maximo del pico con la linea
base y los extremos anterior (simétrico) y posterior del pico (con tailing)
respectivamente, medidos al 5 o al 10 % de su altura.?®

Figura 13. Esquema de un pico asimétrico

1.5.10 Etapas del Analisis de una Muestra

Son idénticas a las puntualizadas para cromatografia gaseosa.

En lo que respecta a la optimizacion de las condiciones experimentales, en este caso
es posible realizar ensayos preliminares orientativos utilizando cromatografia en capa
delgada con la misma fase fija que contiene la columna.3'

Por otra parte es necesario tener en cuenta que dado que se utilizan altas presiones, es
imprescindible evitar la presencia de particulas que puedan obstruir los tubos y la
formacion de burbujas que puedan deteriorar el relleno de las columnas y que
produzcan inestabilidad en la sefial del detector.3'

Para evitar las obstrucciones, los disolventes y las muestras a inyectar se filtran con
membranas de 0,45 a 0,22um. Para evitar la formacion de burbujas, los equipos de
HPLC cuentan con desgasificadores de disolvente por vacio o por burbujeo con He vy,
en el caso de no contar con los mismos, se deben desgasificar los solventes por medio
de ultrasonido o agitacidn bajo vacio antes de utilizarlos como fase movil.3'
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2. PROBLEMA

El MDZ es un farmaco empleado principalmente en formulaciones destinadas a la
premedicacion y como sedante en procedimientos que requieren de la induccién de la
anestesia.?

La premedicacion ideal para los nifios prevista para una cirugia ambulatoria debe: (1)
estar disponible en una preparacion que sea facilmente aceptada por los nifios, (2)
tener un efecto relativamente rapido y confiable; (3) proporcionar ansiolisis con efecto
sedante suave, (4) los efectos ansioliticos y sedantes deben tener la duracién suficiente
para permitir la preparacion del paciente en el quiréfano; (5) estar libre de efectos que
requieren supervision de enfermeria, y (6) prevea una rapida recuperacion y restablecer
el estado de alerta después de la operacion, permitiendo asi el alta temprana de la zona
de recuperacion.?

En el catalogo y cuadro basico de medicamentos, el MDZ esta disponible en tabletas de
7,5 mg, solucion inyectable de 5 mg/5 mL, 15 mg/3 mL y 50 mg/10 mL, ¢ las dosis
requeridas para la induccién de anestesia van de los 0,5 a 1 mg/Kg; 2 por lo cual se han
desarrollado formulaciones que cumplen con las caracteristicas ya mencionadas
usando como vehiculo chocolate blanco ya que este es sumamente atractivo para la
mayoria de los nifios.

Es de suma importancia que cada chocolate contenga la dosis especificada ya que,
como se sefald anteriormente, es un medicamento que puede causar complicaciones si
la cantidad administrada no es la adecuada, por lo que es de suma importancia el
desarrollo de un método analitico capaz de cuantificar al principio activo en dicha
formulacion extemporanea, para lo cual se decidié hacerlo por HPLC, por ser una
técnica que garantiza selectividad, sensibilidad y especificidad entre otras bondades,
por lo que también se acentua la necesidad de darle un tratamiento adecuado a la
matriz (chocolate blanco) pues es fundamental ya que de esto depende en gran medida
el éxito de todo el método de cuantificacion.
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3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método analitico por HPLC para la cuantificacién de midazolam en una
formulacién extemporanea con chocolate blanco como matriz.

4. HIPOTESIS

Al desarrollar un método analitico por HPLC lo suficientemente sensible, especifico y
selectivo para la cuantificacion de midazolam con chocolate como excipiente, es posible
determinar la cantidad de MDZ presente en cada pieza de chocolate (6mg/6g),
asegurando asi que dicha formulacion sea util para uso en pacientes pediatricos.
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudio. Experimental, prolectivo, transversal y descriptivo.

5.2 Poblacion. Chocolates de 5 g con midazolam 6 mg.

5.2.1 Criterios de inclusion. Chocolates que pesen 5 g que contengan 6
mg de MDZ.

5.2.2 Criterios de eliminacion. Chocolates mal elaborados y defectuosos
fisicamente, chocolates que no tengan la masa requerida y que no
contengan 6 mg de midazolam.

5.3 Material
Reactivos Material Equipo Instrumentos
* Chocolates * Celda de cuarzo | gpicador Balanza analitica.
blancos con e Matraz aforado
midazolam. e Matraz Espectro UV Perkin | Microbalanza
e Acido acético erlenmeyer Helmer. analitica
glacial e Membrana (poro
e Agua no mayor a 0,40 | HPLC Variant, | Termdmetro.
desionizada micras y de 50 detector UV.
e Acetato de mm de diametro) Potenciometro.
sodio anhidro. Bafio Maria

e Octilsulfonato

de sodio.
e Metanol
e Soluciones

buffer

¢ Pipetas
graduadas y
volumétricas.

e Probeta

e Soporte universal

Vaso de

precipitados

Anillo de fierro.

Espatula.

Papel glasin.

Micropipetas.

Bomba de vacio.

Equipo de filtracion
de disolventes.

Tabla 1. Insumos necesarios

Los chocolates con midazolam y las ampolletas de midazolam fueron donados por
personal del Instituto Nacional de Pediatria.

Una vez obtenida la longitud de onda correcta para el analisis del MDZ, se
realizé la preparacion de las muestras para hacer una corrida por gradiente de
disolventes en HPLC con la finalidad de obtener las condiciones necesarias para
una corrida isocratica para la deteccion de MDZ.
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5.4.1 PREPARACIQN DE MUESTRAS DE CRISTALES DE MIDAZOLAM
PARA SU INYECCION EN EL SISTEMA DE HPLC

5411 Se Pesaron 3 mg de midazolam en una microbalanza,
posteriormente se vertieron en un matraz volumétrico de 50 mL y se aford
con metanol grado HPLC.

5.4.1.2 Se tomo una alicuota de 1 mL de la solucion anterior, se llevo a un
matraz volumétrico de 10 mL y se aforé con metanol grado HPLC. Esta
dilucion tenia una concentraciéon de 6 pg/mL.

5.4.1.3 Se inyectaron 10 yL de esta solucion en el sistema de HPLC.

54.2 PREPARACION DE MUESTRAS DE LA AMPOLLETA DE
MIDAZOLAM PARA SU INYECCION EN EL SISTEMA DE HPLC

5.4.2.1 De una ampolleta que contenia 15 mg/3mL se tomdé una alicuota
de 1 mL y se vertié a un matraz volumétrico e 10 mL.

5.4.2.2 La dilucion anterior se aforé6 con metanol grado HPLC y se tomo
una alicuota de 1 mL.

5.4.2.3 La alicuota anterior se llevd nuevamente a un matraz volumétrico
de 10 mL y se aforé con metanol grado HPLC.

5.4.2.3 De la dilucion anterior se tomé una alicuota de 6 mL y se llevd a un
matraz volumétrico de 50 mL, se aforé6 con metanol HPLC. Esta ultima
dilucién tenia una concentracion de 6 pg/mL.

5.4.2.4 Se inyectaron 10 ul de esta dilucion en el sistema de HPLC.

5.4.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE CHOCOLATE CON
MIDAZOLAM PARA SU INYECCION EN EL SISTEMA DE HPLC.

5.4.3.1 Tomar en cuenta que por cada gramo de chocolate se tenia 1.2 mg
de midazolam (1.2mg/g).

5.4.3.2 Se colocé dentro del congelador todos los materiales que
estuvieron en contacto directo con el chocolate, como morteros y
espatulas.

5.4.3.3 Se rasparon finamente 2 chocolates con una espatula en un
mortero.

5.4.3.4 Se midi6 una muestra de 500 mg por triplicado.

5.4.3.5 Se coloco cada pesada en un matraz volumétrico distinto de 10
mL.

5.4.3.6 Se anadieron a cada matraz 5 mL de metanol grado HPLC.
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5.4.3.7 Se colocaron los matraces anteriores en un bafno de ultrasonido
por 5 minutos.

5.4.3.8 Posteriormente se llevo al aforo cada matraz.

5.4.3.9 La concentracion de cada muestra hasta este punto era de 60
Mg/mL.

5.4.3.10 Se tomaron alicuotas de 3 mL de cada matraz.

5.4.3.11 Se hicieron pasar por un microfiltro y se vertié 1 mL en un matraz
volumétrico de 10 mL.

5.4.3.12 Se repitié el paso anterior por duplicado por cada matraz. Es decir
al final se obtuvieron 6 muestras con una concentracion de 6 pg/mL.

5.4.3.13 Dichas muestras se inyectaron en el sistema cromatografico.

Se prepard un blanco de chocolate con la metodologia descrita en este
numeral.

544 CONDICIONES DE CORRIDA POR GRADIENTE PARA
DETERMINAR LAS CONDICIONES DE CORRIDA ISOCRATICA PARA EL
METODO ANALITICO

5.4.4.1 Disolventes: Buffer pH 3.5 0.1 M — Metanol
5.4.4.2 Inicial: Buffer 70% - Metanol 30%

5.4.4.3 Final: Buffer 40% - Metanol 60%

5.4.4.4 Cambio de Gradiente: 1%/minuto

5.4.4.5 Flujo: 1 mL/minuto

5.4.4.6 Volumen de inyeccion: 10uL

5.4.4.7 Tiempo de corrida: 30 minutos.

5.4.4.8 Longitud de onda: se realizd un barrido de onda en el espectro uv
para determinar la longitud de maxima absorbancia de midazolam.
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5.4.5 APLICACION DEL METODO EN MUESTRAS DE CHOCOLATE CON
MDZ

5.4.5.1 Una vez tratadas las muestras de chocolate con midazolam como
se indica en el numeral 5.4.3, se inyectaron en el sistema HPLC.
5.4.5.2 Gradiente Buffer pH 3.5 0.01 M - Metanol

Inicial 70% 30%

Final 40% 60%
Cambio: 1%/minuto
Flujo: 1mL/minuto

Volumen de inyeccion 10 pyL

Tiempo de corrida: 30 minutos

Longitud de onda: 220 nm.

5.4.6 CONDICIONES ISOCRATICAS PARAS MUESTRAS DE MIDAZOLAM
AMPOLLETAS, CRISTALES Y CHOCOLATES.

5.4.6.1 Condiciones Cromatograficas de la corrida Isocratica.

Fase movil: Buffer pH 3.5 0.01M con par iénico 45% - 55% Metanol
Flujo: 1mL/min

Volumen de Inyeccién: 10 uL

Tiempo de corrida: 15 min. Posteriormente 10 minutos.

Longitud de onda 222 nm.

Par i6nico: octilsulfonato de sodio
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7. RESULTADOS

Longitud de onda resultante del barrido en espectrofotdmetro uv = 222 nm

Cromatogramas por gradiente de cristales y ampolleta de Midazolam.
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Figura 14. Cromatograma por gradiente del blanco.
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Figura 15. Cromatograma por gradiente de ampolleta de Midazolam.
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22

24

26

24

Y
=]

bbbl ogoe s e AEE DD
R0 TH 10,00

RT [min]

a 1 2 3 4 5 G 7 g 9 10
Figura 17. Cromatograma por corrida isocratica de ampolleta de Midazolam.

15

32




mal

TH 10,00

RT [mil

a 1 2 3 4 5 G 7 g 9 10 11 12 13 14
Figura 18. Cromatograma por corrida isocratica de cristales de Midazolam.

maL [EEDATE]

-
o

e
TH 10,00

TN

R:T [mir]
u] 1 2 3 4 5 B T g 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 19. Cromatograma de corrida isocratica de muestra blanco de chocolate.
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Figura 20. Cromatograma de corrida isocratica de Midazolam extraido de chocolate. (Muestra 1)
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Figura 21. Cromatograma de corrida isocratica de Midazolam extraido de chocolate. (Muestra 2)



Cromatogramas por corrida isocratica de Midazolam extraido de chocolates

(Muestras de 10 chocolates).
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Figura 22. Cromatograma de corrida isocratica de Midazolam extraido de chocolate. (Muestra 1)
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Parametros Cromatograficos.

Muestra Tiempo de Factor de Platos Factor de
retencion capacidad (k") tedricos (N) Asimetria
ajustado (t'r) (T)
MDZ 4.79 2.993 3374 1.05
Cristalizado
Ampolleta de 4.58 2.862 3874 1.5
MDZ

Pardmetros por corrida isocratica de Midazolam extraido de chocolates
(Muestras por duplicado de 3 chocolates)

4.57
4.27
4.16
4.34
4.58
4.56

O O1ThEs WN B

2.803
2.283
2.236
2.695
2.880
2.867

711
991
462
589
422
670

1.3
2
2

1.8
2

1.8

Pardmetros por corrida isocratica de Midazolam extraido de chocolates
(Muestras de 10 chocolates)

4.27
4.31
4.48
4.79
4.69
4.41
4.39
4.90
4.49
4.30

Boo~vwoarwn e

2.652
2.304
2.395
2.903
2.842
2.383
2.347
3.024
2.401
2.299

1589
3017
4032
2763
2575
2508
2072
3079
1859
2436

1.36
1.20
0.70
0.75
0.96
0.60
1.50
1.25
0.70
0.95

Tabla 2. Parametros cromatograficos.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

Es pertinente aclarar que la longitud de onda fue determinada mediante un barrido en
un espectrofotometro con el que se determiné que la longitud de onda mas adecuada
para el Midazolam, era de 222 nm, muy similar a la reportada en la literatura para dicho
compuesto (220 nm)'°,

Ahora bien, una vez que se obtuvo la longitud de onda para el analisis del MDZ, se
realizé la preparacion de las muestras para hacer una corrida por gradiente de
disolventes en HPLC con la finalidad de obtener las condiciones necesarias para una
corrida isocratica para la deteccion de MDZ y asi poder tener un tiempo de analisis
optimo. Dicho gradiente como se muestra en la figuras 14, 15 y 16 fue aplicado a una
ampolleta de Midazolam que contenia 15 mg/3mL, a cristales de MDZ que se
obtuvieron de ampolletas con la misma concentracion y a una muestra blanco.

La corrida del blanco evidentemente se hizo con la intencion de demostrar que no
hubiera alguna sustancia proveniente de la forma de preparacion o del disolvente, que
interfiriera con los picos cromatograficos del analito de interés. El cromatograma blanco
no presenta ningun pico que pudiera llegar a intervenir en el analisis del MDZ, lo unico
que se observo, fue la linea base con el “ruido” normal. Cabe aclarar que la linea base
mostré dicho ruido, debido posiblemente a la sefal que emite la fase movil, la cual era
muy pequefia ya que si se analiza la escala de las absorbancias (mAU) esta no rebasa
las 10 miliunidades mientras que los picos cromatograficos obtenidos estan por arriba
de las 25 mAU.

Antes de analizar los cromatogramas por gradiente de las muestras de midazolam es
importante recordar los posibles mecanismos de la cromatografia de supresién ionica.

La cromatografia por supresidén idnica esta explicada por dos posibles modelos: el
primero postula que la molécula del soluto forma un par i6nico con el contra-ion en la
fase movil y de esta forma aumenta la hidrofobicidad de la muestra. El grado en el que
la muestra ioniza y el contra-ion forma el complejo de par iénico, asi como la fuerza de
union del complejo con la fase estacionaria, afecta el tiempo de retencidn de la muestra.
Al aumentar la concentracidon del contra idn, aumenta la retencion hasta un limite que
generalmente esta dado por la solubilidad del contra-ion en la fase movil.3?

El segundo mecanismo postula que el contra idn se retiene en la fase estacionaria que
es normalmente neutra y le proporciona una carga. Esta fase estacionaria cargada
puede formar complejos con los iones organicos de carga opuesta, es muy probable
que el mecanismo real involucre ambos postulados. 32

Para poder establecer el par idnico se anade a la fase movil una sal que elimina las
interacciones polares no deseadas entre el analito y la fase estacionaria al analizar
moléculas idnicas y polares por fase reversa. Dichas sales deben ser grandes
moléculas idnicas con una parte hidréfoba capaz de interaccionar con largas cadenas
carbonadas de la fase estacionaria y otra parte con carga opuesta a la del analito. Los
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acidos sulfénicos son adecuados para el analisis de compuestos basicos y las sales de
amonio cuaternario para el de compuestos acidos.3?

Debido a lo anterior se utilizé como par iénico octilsulfonato de sodio para poder formar
el contra ion, de esta forma el analito pueda ser retenido en la fase estacionaria, y no
eluya con el frente del disolvente, la retencion del analito en la fase estacionaria debe
ser débil ya que de lo contrario la muestra tardaria en eluir dando como resultado
tiempos de analisis muy largos o quedar retenido permanente, lo cual dejaria obsoleta
la columna de cromatografia. Esto se pudo lograr de forma satisfactoria ya que como se
puede observar en los cromatogramas obtenidos los picos cromatograficos presentan
tiempos de retencién de alrededor de 6 minutos, estan definidos y presentan buena
simetria.

Posteriormente se realiz6é la misma corrida por gradiente para las muestras de cristales
y para una ampolleta de MDZ por separado, para determinar la mezcla idonea de la
fase movil y poder llevar a cabo una corrida isocratica con un tiempo de analisis no
mayor a 10 minutos, ya que si la elusion de un analito excede este tiempo, esto se
traduce en tiempos de analisis extensos y por lo tanto en gasto excesivo de reactivos.
Ahora bien se tomé la determinacidn de analizar una ampolleta y por separado al
producto que se obtenia de la cristalizacion de otra ampolleta con la intenciéon de
determinar que no existiera diferencia entre ambas sustancias, ya que los chocolates
con MDZ eran elaborados con el principio activo que se obtenia de dicha cristalizacién.
Lo que se obtuvo en ambos cromatogramas fue muy similar ya que los dos picos
cromatograficos cuentan con parametros muy similares que se analizaran mas adelante
y ambos analitos eluyen a tiempos muy similares lo cual puede ser un indicativo de que
no existio diferencia significativa entre los principios activos.

Al finalizar estos gradientes se determiné que las condiciones de corrida para el
desarrollo de este método analitico por HPLC son las mencionadas en el apartado de
metodologia del presente trabajo en la pagina 33, dichas condiciones cromatograficas
coinciden con las sutilizadas por otros autores3* para el analisis de este tipo de
compuestos pertenecientes a la familia de las 1,4-benzodiazepinas. Recomendando
una fase movil similar en composicion (metanol-agua) debido que esta tiene un efecto
directo sobre la forma, el area de los picos y el tiempo de retencién

Con las corridas de las muestras blanco de la matriz (figuras 19) se comprobd que no
existe ningun pico cromatografico por parte de los componentes del chocolate que
pudiera interferir con el analisis del MDZ.

Posteriormente se realizd el procedimiento de extraccion de Midazolam tomando en
cuenta el enfriar previamente el material de laboratorio con el que se raspaba y pesaba
el chocolate, para diez piezas distintas de chocolates. Un cromatograma representativo
obtenido se muestra en la figura 22. De estos resultados se puede asegurar que la
intensidad de la respuesta es mas homogénea aunque las areas bajo la curva siguen
siendo poco reproducibles lo cual se puede deber a que el MDZ no se distribuye
homogéneamente en el chocolate durante el mezclado dando asi un problema de la
uniformidad de contenido.
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Sin embargo, los parametros cromatograficos recopilados en la tabla de resultados son
aceptables para un método analitico por HPLC ya que cada uno de ellos cumple con lo
recomendado en la literatura, aun cuando la matriz a tratar (chocolate blanco) es
complicada de manejar y muy compleja pues como |lo menciona la literatura el
chocolate blanco es una mezcla de manteca de cacao, azucar y leche que en su
mayoria esta conformada por acidos grasos?®.

En primer lugar la fase movil utilizada en el método analitico es una de las mas simples
utilizadas en HPLC, ya que solo necesita una mezcla de una parte acuosa y una parte
de metanol, optimizando los consumibles y simplificando la preparacién de dicha fase
movil.

En segunda instancia se obtuvieron los tiempos de retencion, que son de
aproximadamente seis minutos y medio, con un tiempo de retencidén corregido de entre
4.25 y 4.90 minutos Estos son bastante aceptables, ya que permiten tener tiempo de
analisis de 10 minutos, optimizando el tiempo de corridas para el analisis de multiples
muestras durante una sesion de trabajo.

Posteriormente el factor de capacidad (k’) para los picos cromatograficos se encuentra
en un rango de entre 2.2 y 3.1 unidades, esto esta dentro de los parametros aceptados
por algunos autores®?, ya que se traduce en tiempos de analisis 6ptimos, porque k'
determina la interaccion del soluto con la fase movil y la fase estacionaria. Si la
interaccidn del soluto fuera muy alta con la fase movil se presentarian tiempos de
retencion de cero, lo que indicaria que el analito no tiene retenciéon en la fase
estacionaria y eluiria con el frente del disolvente, por el contrario si la interaccion con la
fase estacionaria fuera mas alta que con la fase movil se observarian tiempos de
elusibn muy altos, corriendo el riesgo de que el analito quedara unido a la fase
estacionaria de manera irreversible lo que dejaria inservible a la columna. Los factores
de capacidad obtenidos en la presente investigacion confirman que la eleccion de la
fase movil es la correcta ya que permite tiempos de analisis cortos.

En cuarta instancia se revisaron los valores de los platos tedricos (N), los cuales segun
la literatura indican “el numero de veces que el soluto se reparte entre las dos fases
durante su paso por la columna. Entre mas grande sea el numero de platos teéricos de
una columna, mayor sera su eficiencia y por tanto se podra lograr una mayor
resolucién”.3> La columna es eficiente y adecuada para el presente analisis
cromatografico. En cuanto a la resolucion, no se abundara en el tema ya que este
parametro es mas relevante cuando el analisis cromatografico incluye dos o mas
analitos lo cual no aplica en el presente estudio.

En cuanto al factor de asimetria, para un pico totalmente simétrico tendria un valor de
129, En el desarrollo de esta investigacion se obtuvieron factores de asimetria de 0.60 a
1.36 los cuales son indicativos de picos cromatograficos simétricos. Este parametro es
importante tomarlo en cuenta ya que al no valorarlo se correria el riesgo de estar
evaluando picos cromatograficos con picos adyacentes y por lo tanto poco confiables.
En otras palabras estos picos son confiables y adecuados para el método analitico.
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9. CONCLUSION.

En la presente investigacion se logré desarrollar un método analitico por HPLC
sensible, adecuado y selectivo para la deteccion de Midazolam en una formulacién
extemporanea de chocolate blanco.

Fue posible la adecuada extraccion del analito en cuestidon de una matriz compleja
como lo es el chocolate blanco, sin que existiera la deteccion de componentes de esta
en los cromatogramas. La deteccion del analito es sensible ya que se detectan
concentraciones de 6 ug/mL en volumenes de inyeccion de 10 pL. y los parametros
cromatograficos evaluados se encuentran dentro de los aceptados en la bibliografia
consultada.

En el presente estudio se determind que uno de los puntos medulares del método
analitico es el tratamiento de la muestra ya que si este no es el adecuado, esto
repercutira de manera considerable en los resultados.

Sin embargo es importante resaltar que se recomienda mejorar el proceso de mezclado
del chocolate con el principio activo ya que al momento de la cuantificacion, se
presentan discrepancias en las respuestas cromatograficas.
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10. Propuestas

1. Es necesario contar con un estandar de Midazolam ademas de la forma
farmacéutica y el principio activo extraido de esta forma farmacéutica.

2. Se recomienda lo anterior con la intencion de validar el método analitico ya que
es necesario.

3. Mejorar el proceso de mezclado en la elaboracién de los chocolates con
Midazolam.
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