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1 INTRODUCCI11ON

En la actualidad, el uso de agentes terapeuticos se ha visto
incrementado dadas las caracterlsticas socio-econdmicas del pals.
Esto ha obligado a que la {ndustria farmaceutica esté¢ cada vez mas
consciente de l|a responsabilidad que ha adquirido, para gque los
med{camentos que produzca sean {gualmente eficaces, seguros y de

bajo costo.

En e! mercado nacional existen productos de diferentes
laboratorios farmaceéuticos que contienen al mismo principio
activo, per Jo que es recomendable establecer si éstos producen el
mismo efecto terapéutico. Una herramienta wutil! para ello son los
estudios de bioequivalencia ¥y biodisponibilidad, que hasta la

fecha no se les ha dado la deblda importancla.

Uno de los requisitos primordiales para poder realizar oste
tipo de estudios de manera confiable, es contar con un método
analltico- suficientemente sensible y preclso que permita Ia

cuantificaction del farmaco a los niveles plasmiaticos adecuados.

En e! presente trabajo de tesis se desarrolld un método para
cuantificar a-metildopa en plasma. Este farmaco es un agente
antihipertensivo sintetico, estructuralmente relacionado a las
catecolaminas. Su uso es amplio, entre otras causas, por el

estress en el que se vive actualmente.

Este metodo emplea  cromatografia de liquidos de alta
resolucien acoplade a un detector electroquimice, que como se
vera, es alt;nénte sensible y especifico. E! fundamento de la
metodologla analitica es la adsorcién de catecolaminas en alumina
en medio bisico y su elucion a pH acido. De esta manera, se logrs

‘una limpieza total de la muestra,



El meétodo presenta un limite de cuantificacion bajo, ast como
una buena linealidad en un intervalo amplio de concentraciones, y
exactitud, precision, reproduclbf!idad y especificidad aceptables,
Dichas caracteristicas permiten que el método pueda emplearse en
estudios de bloequivalencia v biodisponibilidad de medicamentos

cuyo principlo activo sea o metildopa.
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11 GENERALIDADES

[11. FARMACO: «-METILDOPA

IT.1.A. HISTORIA(L)

Ls metildopa es uno de los agentes antihipertensivos mas
antiglos y mas ampliamenie usaaos. Es un derivado de 1a
tenilalanina, se sintetizé come un  inhibidor de la L-dopa
taminoiscido aromatice) descarboxilasa y se encontrd qua tenla
actividad antihipertensiva,

11.1.H8. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS(2,3,4)

La o-metildopa tamblen recibe los nombres de:
- Alfa-metildopa
- Metildopa
- 3-hidroxi-o-metil-l-tirosina .
- L-3-(3,4~dihidroxifenil)-2-metilalanina
- L~o~metil-3,4-dihidroxifenilalanina.
- Acido L-2-amino-2-matil-3-(3,4-dlhidroxifenilipropionlizo

Es un polvo fino de color blanco a amari{l{lento o cristales

incoloros e {nodoro.

Su estructura se muestra en la figura No. {.
CHy
HO Cl&"‘C —COOH
NH.
HO 2

FIGURA No. 1 ESTRUCTURA QUIMICA DE METILDOPA



Su férmula condensada es
Su peso malecular es P.H,
Se

encuentra forma

CIOHISNUQ

211.21

en sesquihidratada (P.M. 238.2) y es
altamente higroscédpica.
Punto de fusion apraximadamente 310 <C.
Constantes de disoclacidn:
pKa 2.2 (-COOH)
: pKa,, 9.2 C-NH,)
pKa 10.6 (-0H) (5)
pKa 12.0 (-0H}
Solubilidad
Poco soluble en agua. (1 en 100)
Ligeramente soluble en etanol (¢ en 4000 *
Muy soluble en acido clorhidrice dilufido (1 en 0.5)
Pricticamente Insoluble en Jos disolventes organicos

comunes.

Rotacion eptica
(23
u “

L

4.0

[

0.1\

Especlro de Ultravioleta
Solucldn aclda (pH 1)
(Fig. 2).

Solucidén alcalina (pH 14}

0.5 ( SIn. de 1 g en 100 ml| de HCI1

Al'

Amax 279 nm ( \

130 )( £ = 2780 )

Amax 302 nm
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FIGURA No. 2 ESPECTRO DE UV DE of ~METILOQPA
EN SOLUCION ACIDA.



Espectro de Infrarrojo(figura No. 3)

Los principales picos estan en:

NUMERO Ef ONDA CORRESPONDE At
C cm ")
3400 y 3480 amina primaria
1550 - 1700 grupo a-metil-aminoacido
1540 (1530 motilo
1495 (1491) fenilo
1300 (1288) 4cido carboxf{lico

Espectro de Masas (Figura No. 4)
Los picos principales aestan a m/z 88, 42, 123, 124,
77.
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IX.1.C. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS(1,6)

La met{ldopa es un buen agente antihipertensivo., Elarce su
acctén sobre el sistema nervioso central mediante su conversidn a
a-metilnoradrenalina que es un potente agonista uz-adrenérgico.
Sus efectos hemodinamicos consisten en reducciones significativas
de la.presién arterfal y resistencla periférica total,; manteniendo
el gasto cardiaco y el flujo sanguineo renal,

E! efecto de la metildopa se Inicia lentamente, el efecto
completo se observa después de unos dias de tratamiento, y cuando
se suspende el tratamiento la presidén arterial que se tenia
anterior al inicio del tratamiento se‘recupera en 48 horas

Se ha abservado el desa;rollo de toterancia para la acecion
antihipertensiva debido a wun aumento compensado del voluomen
liquide circulante,

Existe sinergismo de la metildopa <con otros fAarmacos
antinipertensivos, habi&ndose ampleado antagonistas de
adrenorreceptores {3 (propranolol) y farmacos vasodilatadores, pero
al igual que cuando "se administra metfldopa sola, en la
terapeutica combinada es necesaric administrar .un diurético
(h;draclnrotiazida) para alcanzar el efecto maximo con la cantidad

minima de cada farmaco.

Efectos Secundarios.

La metildopa oral o parenteral, principalmente y en generatl
cauega sedacion, aunque también se han observado efectos en el SNC
como vértigos, pesadillas vy daprssléﬁ psiquica; sequedad bucal,
asi como disfunciones gastrointestinales: estrefiimiento,

distensidén gastrica, anorexias y flatulencias.

Usos
]

Se usa ampliamente en pacientes con hipertensidn asociada a

enfermedades renales ya que no se aumenta la distuncién renal. En
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estos casos el efecto hipotensor es mayor y mas prolongado que en
sujetos sanos, io que se¢ puede deber a la acumulacidn de
metabolitos que pudieran tener actividad farmacoldglca,

Asi mismo, la metildopa es uno de tos farmacos de eleccion
para el! tratamiento prolongadoc de la hipertensidén durante el
embaraze, aparentemente no hay efecto en el flujo sangulneo a la
ptacenta, y los nifios cuyas madres tuvieron un tratamiento con
metildopa durante el embarazo mostraron un desarrolio motor e
intelectual normal (7).

IT.1.D. PARAMETROS FARMACOCINETICOS (7)
Absarcion, biodisponibilidad y eliminacion.

La absorclon de la metildops en e! tracto gastrointestinal
es incompleta y variable, siendo el valor de la concentracién
plasmatica maxima (Cp max) de 2.0ugsml (1,0 a 4.6 pg/ml) en un
tiempo de 2 houras (con intervalo de 2 a 4 horas). Después de la
administracion intravenosa (250 mg), se estima que la fracclon de
metildopa en la circulacidn sistémica es del 25 X ( 8 al 62 % ),
siendo esto igual para una dosis oral de 750 mg ( Cp max 2.62
Hg/m! ) en un tiempo de 3 horas.

! La absorcidén también se ve modificada dia a dia y esto se-
puede deber 3 los alimentos, por Interferir con la excrecidn en el
tubulo rena! de aminoacidoas.

Coma existe correlacidn entre la dosis y la Cp max, pero no
entre Cp max ¥y el efecto, durante la terapia se recomienda medir

ta presldn sanguinea,

Dlsh:ibuclon, Unién a Proteinas y Eliminacion.
o
La eliminacién de la metildopa ocurre mediante un modelo de
dos compartimentos (eliminacién bifasica) con una vida media de
distribucién (a) de 0.21 horas (0.16 a 0.26) y de 1.28 horas (1,02
a 1,69) en la fase de eliminacioén (3,
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Respecto a la fase {7 debido a problemas anali{ticaos no se ha
podido determinar con precision y exactitud las concentraciones
plasmiticas entre tas 6 y las 8 horas del monitoreo, que
corresponden a3 un intervalo de concentraciones de 100 a 200 ng/ml,

De cualquier manera, por datos en orina, parece ser que la
eliminaciun se completa hasta las 24 a 48 horas despues de la
administracidén, lo cual se puede deber a un tercer compartimento o
s circulacldn enterohepatica.

E! volumen aparente de distribucion en el compartimento
central (VY4 es de 0.23 Lskg (0.18 a 0.32) y el volumen de
distribucién aparente total es de 0.80 L/kg (0.41 a 0.72).

La unidn de metildopa a proteinas es de 10 a 15 % y de los
metasbolitos acido lablles es del 50 al 60 %.

Hetabolismo

g1 metabolismo de 1a a-metildopa es complejo. Se han
fdentificado varios metabolitos de tos cuales el principal es 1la
a-metildopamina que probablemente tenga actividad farmacoidgica y
generalmente en los m&todos reportados se cuantifica conjuntamente
con alfa-metildopa.

Otros metabolitos son la 3,4-dihidroxifenilcetona,
3,4-dihidroxifenl!-isapropanol, 3-metoxi-4-hidrox{fenilcetona,
13 3-metoxi-metildopa, el 3-metoxi-4-hidroxi-fenilisopropancl y la
3-metoxi-metildopamina,

Despues de la administracion oral, del 25 al 50 % de la doslis
excretada por e! higado son metabolitos conjugados tabiles al
acido, pero estos metabolitos no se observan despuds de la
administracidm intravenosa, por lo que es probable que se formen
en las celulas del! intestina,

A las dos horas de la.administracion oral, se observa que los
metabolitos forman ocerca de las dos terceras partes de la

concentracion de la metildopa no metabolizada.



Depuracion Plasmatica.

La depuracid¢n total es de 207 mi/min/m® (174 a 266 mt/min/m®)
debiéndose en mayor proporeldédn a excrecién rena! y metabo!ismo.

La depuracion renal! es de 93 a 96 ni/nin/n® siendo el 50 % de
la eliminacion total det rarmaco, Esta depursacion ©3
aproximadamente 1.7 veces la depuracie¢n de creatinina endogena lo
cus! se debe a la existencia de t{ltracién glomerular y secrecion

tubular,

II.1.E., METODOS DE ANALISIS PARA LA DETERMINACION DE a-METILDOPFA
EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

Para la determinacion de a-metildopa en fluidos biologlicos se
han reportado numerosos metodos anallticos tanto fluorométricos
como cromatograficos de liquidos de alta resolucien con™ifarentes

sistemas de deteccion tales como ultravicoleta y electroquimico,
Milodos Fluorometricos

Los metodos flucrometricos se basan en la formacion de un
derivado fluorescente por medio de la oxidacidn de la metildopa.
Para mejorar la selectividad de este metodo, Kim y Koda (8)
reportan un pas;:: previe a la derivacidn que consiste on la
adsorcion de la catecolamina en alumina y su eluci{dn con un
disolvente organico, seguldo de la oxidaciocn adicionando
terricianure de potasio y despu¢s hidroxide de sodio con acido
ascorbjco, Este compuesto se lee a una longitud de onda de
excitacion de 400 nm y una de emisién de 510 nm. E! método
presenta una sensibilidad de 100 ng/ml y no se tienen
interferenclias de tas catecolaminas enddgenas dado que las
concentraciones terapduticas de la metildopa son clentos de veces
mayores que l|as normales de las catecolaminasg (8), Sin embargo,
cuando el metodo convencional se emplea para el diasgnéstico de

feocromocitoma en pacientes hipertensos, se ha visto que los
dertvados metabodlicos de oa-metildopa y otras catecolaminas
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endegenass como adrenalina, norodrenalina y dopamina interfieren

dando falsos positivas (9).

“
Metodos por  Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciédn
con Dulecccidn Ultravioleta (10)

Walson et al, (10} reportan un metodo en el cual precipitan
las proteinas plasmaticas con HCIU“ 4 M y el sobrenadante acido lo
inyectan al sistema cromatografico empleando una. columna de
intercambio cationico y la longitud de onda para la ‘datocclén es
de 280 nm. Este mdétodo aunque es rapido tiene una sensibilidad muy
baja ¢ 5 pg/ml) ademas de presentarse la interferencia de altos

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

Metode por  Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién con
Deteccldon Eluectraquimica

Dentro de estos me&todos se pueden hacer dos subgrupos de
acuerdo al tratamientoe que se le de a la muestra previo a 6u
inyeccion al sistema cromatografico, es decir la extraccion de
catecolaminas con algun disolvente o la adsorcidn de etlas en

alumina,
a.’ Extraccion.
Estos método se han empleado para cuantificar a-metildopa en

varios fluidos bioldgicos: plasma, orina y leche materna,

~ Extracecien acida, (11, 12)

Estos meétodos se basan en una preécipitacidn de las protelinas
plasmaticas con -‘;cido perclérico, extrayendo asi la metlldopa. Las
mues€r35 gse centrifugan y el sobrenadante 4cldo se {nyecta al
ststema cromatografico. Aunque el metodo as rapido y sensible (50
ng/ml}, los cromatogramas obtenidoes no muestran una resolucidn a
la )inea base. Ademas, debido a que no se tiene una limpieza
suficiente de la muestra, !a columna cromatografica se doteric‘;f’a
rapidamente.
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- Extraceion graanica, (13, t4)

En este metodo, Kochack y Hason (13) describen que ' muestra
se mexcla con butanol, se centrifuga y la fase alcohdlica se
diluye y se f{nyecta al sistema cromatografico. E! timite de
deteccion es de 2 a 3 pg/ml,

bebido a que la metildopa se puede encontrar tanto en plasma
como en leche materna conjugada a sulfato o sola, Honskinsy (14}
reporta un metode donde se realiza la incubacion de la nuestra
con sultatasa a 37 °C durante 48 horas y de ah!l se extrae con eter
etilico; las proteinas remanentes s8 precipitan con 4dcido
perclérico. E! residuo se lava con agua y los sobrenadantes se
Juntan e Inyectan al! sistema cromatografico donde la columna es de
intercambio cati{ionico, De esta manera, a! mé¢todo se puede emplear
para cuantificar de «a-metildopa en leche materna con una
sens{bil{dad de 80 ng/m! cde metildopa libre y de 260 ng/m! de la

conjugada a sulfato.
b. Adsorcidn en alumina (S, 15)

Basandose nuevamente en la adsorcieon en altmina de las
catecolaminas en medio bdasico, Kochack y Mason (5) reportan un
metodo donde la muestra de plasma se mezcla con altmina, se lava
dos veeces con agua destilada. Luego, las catecelaminas se eluyen
al mezclar la alunina con 4cido fosforico y se {nyecta ol
sobrenadante al sistema cromatografico. Esta «dlitima agitaciem se
realiza durante 15 minutos. E! métoedo lo emplean para cuantificar
metildopa con dihidroxibencilamina como estandar interno.

Este metodo con pequefas modificaciones fu¢ empleado por
Jenner ol-al (15) para medir concentraciones plasmaticas en un
fntervale cde 0.2 a 2.0 ng/m! de o-metildopa eon pacientes bajo

terapla,
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11.2. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

II.2.A. INTRODUCCION (17)

La cromatogratia de liquidos se puede definir como un método
fisico de separacién basado en la distribucion de la muestra entre
dos fases: una fase mévil liquida y una fase estacionaria cuya
naturaleza puede wvariar, La diferencia entre cromatografia de
tiquidos tradicional (capa fina, en papel, en columna ablerta,

ete.) vy la cromatografia de |iquidos de alta resolucien CLAR se ha

dado por el mejoramiento de wequipo, materiales, técnica y
aplicacian  de la teoria, le cual ofrece ventajas como la
posibilidad de .realizar separaciones dificiles, exactitud y

velocidad de analisis,

Comparando CLAR con la cromatograflia de liquidos tradiclional,
se tienen como principales caracteristicas que la columna se¢ puede
emplear un nunero repetidd de veces, con leo que se pueden usar
tases estacionarias mas caras para mejorar las separaciones. L,‘a
introduceidn de la muestra al sistema se realiza de manera factl y
r4pida, ya sea manual o automaticamente al inyectarla por medio de
una jeringa a un sistema de valvulas. E! flujo de la fase mdvil se
consigue por medio de bombas de alta presidn, dando un flujo
controlade y rapido, por Jo tanto operaciones reproducibles y
analisis eractos y precisos. Ademas se cuanta con detectores do
tlujo continuo e integradores de varlos tipos,

En comparacion con la cromatografia de gases, CLAR no esta
limitada por la volatilidad o Inestabilidad termica de los
compuestos, por lo que las macromoléculas como proteinas, acidos
nucleicos, pligmentos y farmacos se pueden separar adecuadamente.
Ademis se tiene la ventaja de contar con dos fases donde la
muestra interactua selectivamente aumentando la separacion de los
com’puxestos y se puede recobrar los compuestos puros colocando un

recipiente a la salida de la columna.
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I1.2.8B. PRINCIPIOS BASICOS (16,17,18)

Dentro de cromatografia se manejan algunos teérminos y

simbolos caracteristicos, siendo los mas importantes:

Tiempo de Retencion (LR).

Es e] tiempo que la muestra permanece en la columna y se mide
desde el momento en que se Introduce la muestra al sistema hasta
que se obtiene e! maximo de su respuesta. Este tlempo de retencién
es caracterlstico para cada compuesto bajo las mismas condicfones

de operacidédn. (Figura No. 6)

Tiempo Muerto C(to o tmd.
Es el tiempo que se necesita para eluir un compuesto que no
se retenga en la columna, o sea, que no interacciona con la fase

estacionari{a. (Figura No. 6).

Tiempo de Retencidédn Ajustado Ctk)
Es la diferencia entre tr y to, y este es el tiempo que el

compuesto permanece en la fase estacionaria.(Figura No. 6)
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Ancho de la Base del Pico (Wb

Es la iinea base interceptada por las tangentes trazadas a

ambos lados de !a sefal! cromatografica (plco de! cromatogramal,

Resolucien
Es una medida cuantitativa de) grade de separacidén obtanido

entre dos compuestes, y se puede calcular mediante la siguiente

formula:
R = —2%
T 1/2 (e + WB) ~
donde: At =

t -t
Rz Ra
Wa y Wb son los anchos de los picos de tos compuestos a y b.

(Figura No. 7)

At
! o
FIGURA MNo. 7 RESOLUCION DE 10S
COMPUESTOS a Y b

I}#— Wg—b\\ /‘*‘ WD‘"\\

La resolucioén se puede optimi{zar al cambiar cualquiera de Yas
slgulentes parametros: platos tedricos, solectividad y/o factor de

capacidad, los cuales se relaclionan por:




21

Namera de Platos Teoricos C(ND.
E! nimero de platos tedricos mide la eficiencia de la columna

y se PUBdB expresar como:

donde: tr = tiempo de retencidn de! compuesto
W = ancho de! pico a la base

o = desviacién estandar del plico

Un plato tedérico es un equilibrio del compu;uto entre las dos
tases, y los factores que lo afectan son el tiempo de retencioén,
la laongitud de !a columna, el compuesto, el flujo, el tamafo de la
muestra, la técnica de Inyeccisén y las caracteristicas de la
columna, por lo que para comparar N entre diferentes columnas se

emplea el sigulente teérmino.

Altura Equivalente a un Plato Tedrico CAEPT).

Es la longitud de la columna necesari{a para obtener un
equilibrio del compuesto entre la fase movil y yla fase
estaclonari{a; por lo tanto, entre menor sea este valor, ﬁejcr sera
la effclencia de la columna. Este parametro se relaciona con la

velocidad de la fase mévil mediante la siguiente ecuacidn:

H = A u0.33 + 3 + Cu + Du
0.33
donde: A u - Se debe tanto al efecto multicanal como a

la transferancia de masa en la fase mdévil,

v - Difusion longitudinal

C u ~ Transferencia de masa retenida en !a fase
movil,

D u - Transferencia de masa en la ia fase

estacionaria (en caso de fases peliculares),

Cada unc de los parametros anteriores se ve modi{ficado por la
velocidad de la fase mavil, el tamato de particula de l!a fase
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estacionaria, el ancho de la pellicula que cubre la superficie de!
soporte y el coeficiente de difusién de la muestra tanto en la
fase mévi! como en la fase estacionaria.

Es importante seflalar que para obtener una una saparacion
etlciente, se requiere de un valor pequefio de H, leo cual! se logra-
con lo siguiente: "

-Empleando columnas cuya fase esté empacada de manera
uniforme y compacta, empleando tamafios de particula pegquefios, por
ejenplo de 5 a 10 m de diametro, Asi se logra disminuir la
ditusién parssita o camine multiple, o sea, las diferentes
velocidudes de flujo de las moleculas a través de la columna lo
cual provoca su dispersiuon

~Disminuir el tiempo de difusidn molecular empleando caudales

rapidaos & una presion elevada dentro de la columna.

Otros factores que afecta la AEPT son el ensanchamiento de la
banda debido a la longitud y diametro interno de la tuberia, por
lo que deben tener un valor minimo, asi como el tamaWo de la
muestra.

Selectividad o Retencion Relativa,

Esto &5 la eficiencia de! disolvente y su valor es:

. Yr K2 B Kty
b o = K1 K2
L}
donde:
'w son Jos tiempos de retencidn ajustados de los

compuestos ! y 2
K son los coeficlentes de distribucion

Ik* son los factores de capacidad

‘Pnra optimizar la selectividad se pueden hacer camblos de la
tuerza ionica de la fase movil cambiando el porcentaje del
cosolvente, el pH, la temperatura, él empaque de la columna ©
realizar efectos quimicos especiales tales como complejacidn o par

idnico.
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Factor de Capacidad Ck*). -

Este es la medida de! equflibrio de distribucion q\..n! axiste
para un determinado compuesto entre las fases mévi | ¥
estaclonarfa, Dada la forma en la que afecta este parametro a la

resolucidn, su valor debe permanecer entre 2 y 10.
II.2.C. INSTRUMENTACION

Baslcamente, un sistema cromatografico de !fquidos de alta
resolucion requiere de los siguientes componentes:

a. Recipientes de almacenamiento de la fase movil.
b. Sistema de bombeo de alta presion.

c. Inyector.

d. Columna.

e, Detector,

f. Registrador.

Dentro de los equipos cromatograficos de |fquidos de alta
resolucion se han seguido dos tendencias, una es el equi{po por
modulos que da una gran versatilidad, se pueden cambiar accesorlos
para mantenimiento preventivo o reparacion., La desventaja de estos
equipos es la longitud de tuberia e Interfases que se requieren,
En cambio, el otro tipo de equipos, en gabinete, tiene !a ventaja
de que cada parte est4 en un lugar predisefado, se optimiza la
lengitud de las tuberlas pero cada componente es difici! de

maniputar para servicio.

a. Recipientes de Almacenamiento de la Fase Movil.

Se pueden emplear recipientes de vidrio, acero {noxidable o
plastico Inerte. La toma de! disolvente se hace a traves de un
filtro para eliminar partliculas pequefias que puedan obstruir y
dafiur al sistema de bombeo y a la columna. Es. recomendable también
flitrar ta fase movil antes de introducirla al sistoma
cromatografjco por un filtro de 0.2 u de poro, as! como eliminar
los guses disueltos (generalmente presentes en las fases polares)
coma e! oxigeno que pueda provecar formac{én de burbujas que
afectan a la bomba, !a eficfencia de la columna y al detector.
Esto se elimina mediante sonicacisn, aplicaclien de .vscxo sobre el
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recipiente que contiene a |a fase mientras se agita el 1iquido con
un agltador magnetico y/o ligero calentamiento del i{quido

mientras se purya con N2 ¢ algtm otro gas {nerte menos soluble.

b, DOMBAS.

Las columnas empleadas en CLAR ofrecen una resistencia al
flujo muy elevada y para evitar que los anat{sis sean
extremadamente lentos, se requlere de un sistema de bombeo que
permita aumentar la velocldad de fluje de la fase mevil,

Estos sistemas deben ofrecer una presién alta de operacidn
{aproximadamente 6000 psi), un Intervalo de volumenes amplio de
0.5 a 10 ml/min, flujo constante y reproducible, asi{ como
taci{li{dad para hacer cambios de fase mévil y limplar el sistema.

Existen dos tipos de bombas: las heumaticas y las mecanicas,
de las cuales hay reciprocas (pistén) y de desplazamiento

continuo.

TIPO DE BOMBA |[PRESION VENTAJAS DESVENTAJAS
: MAX {MA >
RECIPROCA 600 atm Se cambia faci! y{ Flujo en pulsos y na

rapide de fase en forma continua vy

mévil uniforme.

Facil mantenimien

to

DESPLAZAMIENTQO {340 atm Flujo uniforme y Costo elevado.
CONTINUD continuo libre de| Dificultad para

pulsacliones. {lenar !a bomba con

la nueva fase movil.

Tiempo de analisis

timitado

NEUMATICAS 400 atm Filujo libre de Capacidad iimitada en

pulsaciones y son| el volumen total que

de presién cons-- | puede bombear.

tante,
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c. INYECTORES.

Estos deben tener un disefo especial ya que deben resistir
presliones elevadas, tener vo) tmenes pegquefios para que al
introducir la muestra no se contribuya al ensanchamiento de los
plcos significativamente. La mayor!la de los inyectores son de
flujo continuo con limites de presidn adecuados.

Generalmente se emplean valvulas {nyectoras en las que la
muestra se {ntroduce mediante una Jeringa, desplaza al liquido y
llena e! espacic {nterno de una pequefa porcidn de un tubo capilar
de acero. La muestra se {inyecta en la columna accionande la
valvula de forma ta! que la disposicién de entrada y salfida se
coloca en posicien para que e! flujo pase a traves del tubo
capilar.De esta manera es posible inyectar volumenes pequePfos con
alta reproduci{bi{lidad. . “‘\.v

En el monitoreo de farmacos, asil como en el trabajo ruttnario
son una gran ventaja los inyectores automaticos en los que se
puede programar hasta 96 viales con muestra para jue se Inyecten
de ! a 9 veces, ya sea a volumenes constantes o variables en
allcuotas desde 1 hasta 2000 ul.

En los {nyectores automaticos, el. operador define ciertos
parametros respecto a Jla toma de la muestra, as!{ como un
difagnéstico interno que permite monitorear al sistema, a la
fase mévil y a las muestras antes y durante cada corrida para
-identificar las condiciones del I{nstrumento que pudieran afectar
el anatisis de la muestra.

£l runcionamiento de este tipo de ]nyoctor es manejado por
cinco sistemas: el de control (electrénico), el de flujo, el
neumdtico, el de transporte de la muestra y el lavador de Ia

jeringa.

d. COLUMNAS,

La columna es la parte medular del sistema cromatogrifice, ya
que ahi se lleva a cabo la separacién de los compuestos, Esta
compuesta de un segmento de tubo de algin material Inerte como

acero Inoxidable capaz de resistir altas presiones. La longitud
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varta de 10 a '25 cmy de 33 4 mm de dlametro interno. En los
extremos de las columnas se tiene un disco de teflén o metal
poroso para evitar que el relleno de Ja columna se afloje o se
plerda. Sin embargo, este disco no debe producir una cailda de
presion grande,

Los empaques de las columnas idealimente deberian ser de
tamafio muy pequefo y regular, tal que en un tiempoc minimo, se
obtuviera e! maximo de resolucidn de los compuestos, asl come la
maxima capacidad de la muestra con f'acilidad de introduccioen a la
columna y producir una minima calda de presion.

Los empagues de las columnas se pueden dividir en dos:

a. No poliméricos. Basicamente son & base de silice; algunos son
de oxido de aluminio y otros materiales como el sulfato de calcio.
Este tipo de empaques son los empleados en la mayorla de las
columnas de fase Inversa, fase normal, algunas de intercambio
ifvnico y exclusian,

L. Pulimerlcos. Prlncipalmgnte consisten en uniones cruzadas como
estireno-divinil benceno y son empleadas principaimente en
{ntercambioc {enico.

Fase normal.

La mayoria de los cwmpaques son de silice. La separacien de
los compuestos ce lleva a cabo por la interaccidn entre los grupos
silanoles activos v los analitos. Dado ¢l largo tiempo para llegar
al equilibrio, es de poco usoc para et monitoreo de farmacos,
ademas de que la fase movil esta cor‘;stituida por disolventes no

polares .! cloroformo, que ademds de tdxicos (en su mayoria)l

son de costo elevado.

Fase inversa.

(Eslos empaques son de silice de S a 10 u de tamafo ',Sa
particula con cadenas de C-18, C-8 © algun otro grupo no polar
unido quimicamente como ¢! grupo ciano, fenilo, amine, etc. Las
fases moviles empleadas en este tipo de cromatograflia son polares,
y en general se usan soluciones amortiguadoras de diferentes sales
mezcladas con algim cosotlvente: metano!, acetonitrilo,

tetrahidrofurano, etc.
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La sgeparacidn ge basa en varios mecanismos tal como puentes

de hidrégeno o fuerzas de Van der Waals, mecanismos de particleén.

Intercambio iénico.

La separacldn gse basa en las diferencias en la Interaccidn de
la molécula con e} empaque dado el grado de ioni{zacién debido al
pH de la fase mévil., Estos empaques son resinas que pueden ser de
intercambio anieénico ( -NH,“ y NH2 ) ¥ se obtiene en forma de
cloruros, o de intercambio cati®nico ( -503) que se adquiere en
forma de sales de sodio. En general, son menos eficientes que las
de fase {nversa y su aplicacién al monlitoreo de fArmacos es

reducido.

Exclusidrn o permeaciédn en gel,

En este tipo de cromatografia, las moléculas se separan de
acuerdo a su tama®o y el compuesto de mayor peso molecular eluye
primero. El intervalo de pesos moleculares dentro de! cual es util
la columna, estd determinado por dos limites: el Iv‘:f'erior, 1lamado
volumen de permeacién, por debajo del cual todas las moldéoulas de
menor tamafio son difundidas dentro de los poros del material y el
volimen de exclusién, por encima del cua! todas las molécula's de

mayor tamafio no penetran en los poros,

e. DETECTORES.

Existen diferentes tipos de detectores que se puedan
clasificar como universales y especificos. Dado que la mayorla de
{os compuestos erganicos, especlalmente los farmacos, tienen en su
estructura quimica dobles enlaces, el detector que sme podria
ocaliticar como universal es el de wultravioteta., De cualquier
manera se cuenta con una ser{e de detectores sumamente egpecificos
y seclectivos como el de fluorescencia, el aelectroquimico, el de
fotoconductividad, el de radioactividad, el espectrdmetro de
masas, el de {ndice de refraccién y el de ({nfrarrojo. A
continuacién se mencionan algunas de las caracteristicas de los

detectores mas empleados en e! monitoreo de farmacos.

\
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Detector Ultravioleta,

Su funcionamiento se basa en la absorcidn de !a luz por parte
de la muestra al pasar a través de ella un haz de luz
monocromatico ultravioleta.

Ex{sten dos tipos de detectores UV, E! de longitud de onda
variable, cuya principal venta)Ja es l!a de poder seleoclonar la
longitud de ondas optima para !a muestra, o sea, donde s& tenga el
maximo de absort{ancla. y el de lungl'tud de onda fija que emplea
filtros a 214, 254, 280 y 313 nm y una |ampara de deuterio a baja
presion como ruente de luz UV.

Estos detectores son {nsensibles » cambios en e! flujo y en
la temperatura, ademas tienen como caracteristica que el vélumen
de la celda es de 10 pl o menos para evitar el ensanchamientoode
los picos dado a factores externos.

En la actuallidad existen detectores capaces de hacer el
barrido del compuesto para su posible {dentificaci¢n en un flujo
cantinuo mediante un arreglo de diodos, con l!o cual se puade
monitorear simultaneamente desde 180 hasta 600 nm en mi{l{segundos,
La  radlacioén de la lAdmpara de deuterio pasa a través de un iente y
un obturador hacia .la celda de flujo. La radi{acion emitida &se
dispersa por wuna rejilla de difraceion hacia el arreglo de
fotodiodos. Estas sefales obtenidas pasan a un procesador de datos
con Jo cual resulta la respuesta (absorbancia) en funcidn del
tiempo y de la longitud de onda. (19)

Para el empleo de los detectores de UV, la pureza
espectroscdpica de la fase mdévil es importante, sin embargo se
revomjenda usar disolventes grado croma’tngraflcn en vez de grado
espectro, ya que estos contienen conservadores que afectan las

separaci{ones.
Detector de Fluorescencia.
-

<
Es uno de los detectores para CLAR mas sensi{bles con que“su
cuenta, ya que se puede cuanti{ficar hasta e! orden de picogramos.
Existen dos diseMog: los espectrofluordmetros que utilizan
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monocromadores y los fluordmetros de filtros que emplean flltros
para seleccionar l!a radiaclién de excitacién y la de emisioén.

En algunos casos, cuando la muestra no tiene propiedades
fluorescentes se pueden formar derivados antes o después de la

columna que s! tengan esta propiedad,

Detector Electroquimico. (20,21,22)

La deteccisén electroquimica se basa en un potencial
amperométrico controlado. La diferencia de potencia!l
predeterminado se aplica entre el electrodo de trabajo y el de
referencla, por medio de! cual se 1lleva a c¢abo la roaccldén
electroquimica. S!{ el potencial aplicado es positivo, el electrodo
es un fuerte oxidante (receptor de electrones) y por el contrario,
siendo e! potencia! mas negativo, e! electrodo es un reductor mas

fuerte (donador de electrones).

Cuande un flujo del soluto pasa sobre .la superficie del
electrodo colocado a un potencial con un valor 1o suficlientemente
positivo, las moléculas adyacentes a ella son {inmediatamente
oxidadas y la corriente eléctrica provocada es monitoreada como
una funci{dén de! tiempo (Fig. 8). Dado que la cantidad de reactive
es proporcional a la concentracidn, la corriente se puede
relacionar directamente a la cantidad dal compuesto eluido de la
columna en funcidén del tiempo. S5{ las condicicones cromatogrificas
se controlan cuidadosamente, la deteccidn amperométrica es muy

precisa y sensible hasta el orden de picomoles
-

Ty

Las celdas mas comimes del! detector son de una capa delgada
en la que el(los) electrodo(s) activo(s) estd embebido en la pared
de un canal formado por dos - bloques que estan presionando a una
membrana delgada, E! volumen de esta celda es de 0.1 a ! ul, por
o que el perfil de concentracién de la muestra no s8 vo

distorsionado.



30

\\\\\\\\\\\\\X\\\\\\\

-

l

FIGURA No. 8
TRANSFERENCIA DE

ELECTRONES EN LA

(SOBRE

SUPERFICIE DEL

, LA SUPERFICIE)
1 ELECTRODO.

Dadas las caracteristicas del detector a! e{ectrodc debe
escogerse con cuidado, ya que la superficie de eéste ilsna que ser
fisica y Qquimicamente inerte a la fase mévil en e! potencial
fijado, Los electrodos mas empleados son el de carbén vidriado, el
de pasta de carbén y e) de mercurio, de los cuales el mis versiatl
es el primero que es de un material quimicamente resistente a casi
todos los disolventes -empleados en cromatografia, ‘altamente
conductor de corriente eleéctrica y mecinicamente rigido, Esta
tirmementa embebido en un blogue de carbono f tuorado
(fluorocarbono) para formar e! electrodo, y puede emplearse en un
Intervalo amplio de potencial.

Otro factor importante para !a deteccidn electroquimica es la
temperatura, ya que se requiere del transporte do moléculas o
iones en solucién, por Jo que antes de llegar a la celda la
muestra pasa a traves de un precalentador (Flg, 9). '
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Aungue 1o mas comun es que los andlisis se realicen con un
solo electrodo, existe la posibilidad de utilizar simul taneamente
dos electrodos de material, forma y A&rea superficial igual o
diferente, asi como mantenerlos Bl mismo o diferentes potenciales
de trabajo, con lo que se logra un Incremento en los aspectos
cualitativos y cuantitativos, Incrementando la sensibilidad y las
aplicaciones de !a dateccidn electroquimica. K

Al trabajar con dos electrodvus, estos pueden estar en forma
paralela o en serie (Fig. 10) y «cada una tlene amplias

aplicaciones.

SERIE PARALELOD

—1-Q—0O—+FLUJO z *FLUJO
= /T_ML
——— ——b
—»Red Ox Red =% R&, Ox,
',.____.""‘ “ ’—",._. Red ; S

Wy ]

FIGURA No. 10 ELECTRODOS ACOPLADOS.

Al emplear el modo en paralelo, los compuestos que eluyen de
la columna pasan sobre cada electrodo al mismo tiempo, con lo cual
se pueden determinar mas de un compuesto en un cromategrama =l
tijar, los electrodos a dos potenciales diferentes, siendo uno mas
selectivo que el otro.

Al utilizar los electrodos en serie, e! compuesto pasa por un
electrodo e inmediatamonte por e! otro ¥y, en algunos cuasos, se
puaden aumentar los limites de deteccién y la selectividad, deblido
a que algunos compuestos ge oxidan o r'educun {rraversiblemente y
por lo tanto ya no se detectan en el segundo electrodo (18).
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La fase mévil que se emplee con este detector tiene algunas
limitaclones. La primera es que debe existir un electroiito,
generalmente a una concentraclén entre 0,01 a 0.1 M; el &lsolvente
debe tener una constante dieléctrica lo suficientemente alta para
permitir la lonizacidn del electrolito y finalmente, la fase mévil
debe ser electroquimicamente {nerte a la superficie del electrodo,
Por esta razdn es que basicamente se emplean metodos basados ya

sea en fase inversa o en intercambio {dnico.

Finalmente, cabe mencifonar que las sustancias que pueden
analizarse mediante el detector electroquimico son aqueltas
susceptibles a ser ox!dadas o reducidas. De las primeras se tlenen
los compuestos fend!licos, aminas aromaticas y tloles entre otros,
y para emplear el modo reductivo, se tienen a las quinonas,

compuestos nitro, nitroso, etc.(Fig. 11}

f. Integradores.

Para obtener resultados 4ptimos, se requiere de un
reglstrador de alta velocidad, el cual deé¢ una respuasta en escala
completa en ! segundo o menos, un valor de impedancia de antrada
alto, un ruldo de rechazo minimo y velocidades de carta varlables.

Conjuntamente con los registradores, pero en mayor
proporclan, en la actual idad se estan empleando = los
integradores, los cuales calculan !as Areas o las alturas de los
plcos de los cromatogramas y ofrecen diversas perspectivas,

dapendleﬁdo de la marca y modelo.
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FIGUMA No. 11 BGRUPDS FUNCIONALES SUSCEPTIBLES A 5ER DETECTADDS ELECTROQUIMICAMENTE

MEDIANTE OXIDACION

GRUPO FUNCIONAL CLASE
ACTIVO
»

FENOLES

HIDROQUINGNAS

AMINAS
AROMATICAS

o
R on
oM
"
COMPUESTOS
VAINILLILICOS
ocH,
oM
L]
[N

REACCION ELECTROQUIMICA

TIPICA

ro ]
[g;?j e [g;ﬁj +e
o OH
o
R L]
+ -
—_— + 2+ 20
oM 0
oH R )

— e’
ocH, oo,
o 0

EJEMPLOS

FENOLES
AARABENDS
MORFINA
TIROSINA

CATECOLAMINAS

- ACIDO

FECRULICO

ANILINA
BENZIDINA

ki



FIGURA No. 11

GRUPO FUNCIOHAL
ACTIVO

HO
R
N

a

o1, 00
Siom
HO
0
"
H
N N\

(CONTINUAGTON)

CLASE

INDOLES

ACTDO AGCORDICO

XANTINAS

TIOLES

FENOTIAZINAS

REACCION ELECTROQUIMICA

Ho, o
R R
| — [+ 267 2w*
‘ D
! N N
L]

CHOH CHOH
HO, o,
| — 0+ 207 *
Ho [
4 N
N N ’
l [ I 0+ 2¢7¢ 2H
,L\ ,L\ NS
o N N o N N
H

M-S e R=5-5-R ¢ 247s 20"

EJEMPLOS

TRIPTOFAND
GEROTONINA

AGIDO
ASCORAICO

J\CIDU URICO

TEOFILINA

CISTEINA
GLUTATION

S S
— CLORPRUMAZINA
*. W
v
| |
[ R



FIGURA No. 11 (CONTINUACIDN)
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II.2.D. CROMATOGRAFIA POR PAR IONICO (23)

a. Introducciédn y Fundamentacién,

Al analizar Acidos o bases por cromatografia de liquidos en
fase Inversa se tiene la opclén de hacer mas eficisnte y selectiva
la separacidn de los compuestos, empleando un contralén en la fase
mévil, lo cual se conoce como cromatografia de par Idénico.

Este tipo de cromatografia de liquidos se fundamenta en la
formacidn de un complejo entre el idén.de! analito y el contraidn
proveniente de urn reactivo adecuado, El efecto del soluto es la
modificacién de su polaridad, en general por una neutralizacion

completa de su carga medlante el contralén de carga opuesta.

b, Mecanlsmos de la Cromatografia de Par Idnico.

E! par idnico es una asociacién coulombica formada entre d=%
iones de cargas eléctricas opuestas, E! grado de! apareamiento se
vera afectado por las cargas eleéctricas que se presentan, la
constante dieléctrica de los disclventes, la distancia entre los
fones y la temperatura. Bajo ciertas condiclones se pusden dar
asociacjones multiples, algunas menos {mportantes como las
interacciones de puentes de hidrogeno.

Para explicar ‘el process que ocurre en este tipo de
cromatografia se han propuesto varios modelos. El primero se
extrapola de la teoria de axtraccién de par 1énico

1iquido-}fquido., Este mecanismo consiste en lo siguiente:
ot . = — P
(L]ac * [S ]ac [cs]ac [CS]orq

El 1en del soluto (5) cargado negativamente forma un
compl'eju en la fase acuosa con un contraién cargado positivamente
(C"). El complejo neutro se somete B un equilibrio de reparto
entre !n fase acucsa y !a fage organica, Se debe notar que en este
modelo el complejo se forma en la fase acucsa, pero de cua!qul&sr‘.
manera experimentalmente este no es el unico mecanismo o el

dominante.
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El segundo modelo propone que la parte de la molécula del
contraldn que es solvofilica para la fase estacionaria predomina
en la mitad solvofdbica. E! mecanismo se puede explicar con el

siguiente ejempio:

(Vore * [T)ee = [c5)oq

El reactivo del contraldén se adsorbe en la fase organica y el
{én con carga pos{tiva estA libre para reaccionar con el {d&n del
soluto con carga negativa en la fase acuosa. La adsorc‘,‘_‘v,m de la
parte solvofilica del! reactivo del contraién en la fase
estacionaria se comporta como un entercambiador {énico dinamicao.

Se ha propuesto un tercer modelo en el que no se involucra ni
la formacién de un par {dénico ni un intercambiador {dnico, sino
una interacc{én {énica donde acurren interacciones de tipo
coulombicas y de otras fuerzas que conducen al! analito a una
atintdad o rechazo por la fase movil o estacionaria. E! modelo
establece que los {ones del contraidn se adsorben en la fase
estacfonarta donde el efecto es crear dos capas, cada una con
jones de l!a misma carga. Los iones del analito se colocan en la
segunda capa y son atraildos hacia la primera para neutralizar los
campos.

Excepto en muy . pocos casos, el fendmeno completo de par
{énico en cualquier separacién se debe a un grupo complejo de

mecanismos separados que {ncluyen a los tres modelos anteriores,

¢. Tipos de Cromatografia con Par Iénico.

Aunque es posible clasificar a esta clase de cromatografla
en varl{as subdivisiones, las mis comtnes son la fase normal y la
tase {nversa. En la fase norma! el contraldén se encusntra en la
fase estaclonaris acuosa. La desventaja principal es la de no
poder controlar el recubrimiento del soporte, se plerde faso
estacionaria durante el uso de l!a columna y posiblemente exista
adsorclioen residual en el material de saperte,

Al smplear fase inversa el contraion se encuentra en la fase
mevil, La fase estaclonarfa estd unida quimicamente al soporte, se
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tiene alta estabilidad y se requiere poco tiempo para qua se
equilibre la columna.

Debide a que en el meétodo empleado en la presente tesis wse
trabajJé con fase inversa, de aqui en adelante, solamente se

considerari este tipo de cromatografia.

d. Consideraciones Generales.

Este tipo de cromatografia se -emplea cuando se tiene poca
resolucidn, retencidén y asimetria de los plcos, o se requiere
me jorar la resoclucidén de una mezcla donde los compuestos
fonizables se deben separar, en cuyo caso, e! empleo de par idnico
aumenta la selectividad de! sistema cromatografico.

La obtencién de un buen resultado en este tipo de
cromatografis depende del contro! del factor de capacidad (k')m
para cada soluto de la muestra, Dado que k' depende de tres
factores principalmente: la fase mdévil, la fase estacionaria y el
contralién, se tiene que para aumentar la k', se puede hacer
cualquiera de lo s{guiente:

a, Aumento de la cantidad de fase estacionaria.

b..Aumentar la Ilipofilicidad de la fase estacionaria,

c. Aumento de laA hidrofobicidad y de la concentracidn del

A contralidn.

d. MAx!ma i{ontzacidn de! analito (pH ¢ptimo),

e. Aumento de la concentraci¢n e hidrofobicidad del cosolvente
organico.

f. Disminueidn de la temperatura de la columna.

CONTRAION

LLa clase del contraid¢n, tamafo y concentracioén 50;1 de suma
importancia para la separacién. E! tipo de contraién que se emples
depende del analito, sl es una base fuerte (pKa »> 8) o aald)
(pKa << 8). Tambi¢n, a mayor hidrofobicidad sera mayor el factor
de capaclidad, Respecto a la concentracion del contraién, al
aumentar esta, aumenta la retencidn hasta un clerto punto donde
empieza a disminulr, 1o cual se puede ecxplicar modiante la
formacién de nGcleos quedando de esta manera muy pocos qontrajones
libres para complejar el {&n del anatito.
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% _DE COSOLVENTE
En general!, a mayor concentrac{én del cosolvente, o sea, el

mod{f{cador organico de }a polaridad reduce k' del anallito,

rH

Para solutos Aacidos con pKa << pH de !a fase acuosa, el
soluto formara un par {énico, mientras que cuando pKa >> pH, los
solutas 4acidos se pondran en equilibrio con la fase mévi! como
acidos tibres. SiI el par {énico no se forma completamente, se
puede pro'vocar el ensanchamiento de los plcos. Si el pH de la fase
varia, debido a una falta de buffer, los tiempos de retencion

cambiaran de una corrida a otra.

EFECTO DE LA TEMPERATURA
Dado que la temperatura afecta el equillbrio de reparto entre
dos tases, un aumento de la temperatura disminuira e! valor de k'

de los pares {eénicos.



{1.3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (24)

II.3.A. INTRODUCCION

En el desarro!lo de un método analitico, como punto Imporante
se debe reallzar-la validacién del mismo, o sea, verificar su
efectividad, para lo cual se realiza Ja evaluacién de " la
precisidn, la exactitud, la especificidad, la sensibilidad, etec.
De esta maners, la valldacidn de un método se puede definir como
el conjunto de estudics de laboratorio mediante el cua! se
establece la capacidad del método para satisfacer los requisitey

para las aplicaciones analiticas deseadas.
IX.3.B CONCEPTOS BASICOS.
a. LINEALIDAD

La !inealidad de un sistema o de un método analitico se
prueba pars asegurar la proporcionalidad dentro de un {ntervalo
determinado de la respuesta o los resultados con respecto n la

concentracien de! compuosto.
b. PRECISION

Es el grado de concordancia entre los resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente. En
general!, se expresa en términos de la desviacién esf,Andar (D.E.,) o
del coeficiente de varlacidn (C.V. ).

La precisién es una medida de! grado de reproducibiiidad y/o
repetibilidad del método analitico bajo las condiciones normales
de operacidn, . “ "’
a. La repetibilidad involucra las determinaciones Independientes

realizadas por e! mismo analista usando los mismos aparatos y

tecnicos,
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b. La reproducibilidad {nvolucra a tas determinaciones
{ndependientes realizadas por diferentes dias en el misma y/o
en diferente la laboratorios utilizando e! mismo y/o diferentes

equipos.

c. EXACTITUD

Es la concordancia entre un valor cobtenido experimentalmente
y el valor de referencla. Se expresa como el porcentaje de recobro
obtenido del analisis de la muestra a la cual se le adiciond wuna

cantidad conocida de la sustancia.

d. LIMITE DE CUANTIFICACION -

Es la menor concentracidén de une sustancia en una ruestra la
cual puede ser determinada con precisién y exactitud aceptable

bajo las condiclones de operacidén establecldas,

e. LIMITE DE DETECCION

Es la minima concentracién de una sustancia en una muestra
que puede ser detectada, pero no necesarlamente cuantificada bajo

las condiciones de operacidn establecidas.

f. ESPECIFICIDAD
N
]
Es la capacidad de un método analitico para obtener una
rospuesta deblda solamente a la sustancia de inter¢s y no & otros

componentes de la muestra.
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g. TOLERANCIA

Eg e]l grado de reproducibilidad del método analitico obtenido
por el analdsis de la minima muestra bajo modificaciones de las
condiciones normales de cperaci én tales como diferentes
temperaturas, columnas, cambios en Ja fase mdvil: pH, porcentaje

de disolvente, etc.
h. ESTABILIDAD

La evaluacidédn de la estabiiidad determ{na el periodo de
tiempo en el cual una solucidén puede retenerse‘ antes de su
analisis sin comprometer !a exactitud. E! retraso del analisis va
mas allA del procedimiento del método per se, incluyendo retrasos

inesperados debi{dos a! equipo.
‘3
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111 DESARROLLO EXPERIMENTAL v

1111 REACTIVOS

Alfa-metildopa -AMPHAR BV
Dihidrox{bencilamina (DHBA} -S51GMA
Acetato de sodio -J.T. BAKER
Acido citrico =J.T. BAKER
Octanosulfonato de sodlo ~SI1GMA
EDTA disdédico (Titriplex !11) -Merck

EGTA (aclido etilenglicol .
-bis- ( A-aminocetiteter )~

NyN,N' N'~tetracético) -SIGMA
Glutatioen forma reducida (GSA) -S1GMA
Trizma base ~S1GMA
Alumina . -51GMA
Acido acetico glacial -J.T. BAKER
HMetanol grado cromatografioco -Omnisolv

Acetonitrilo grado cromatografico -Omnisolv

Plasma ’ -~Proporcionada per el Instituto
Naciona! de Nutriciom.

Agua grado HPLC (14-16 Magohms}

Cafeina anhidra

Propranolo! -Proporcionado por Laboratorios
Best.

Hidroclorotiazida -SI1GHMA

Clorotiazida -Proporcionada por Laﬂorntorlos

Aplicaciones Farmacduticas,

Dopamina ' -51GMA
Normetanefrina ~-SIGMA
Deoxiepinefrina ~SIGMA
Arterenoc! ~SI1GMA
Noradrenal ina -SIGMA [~
Adrenalina -Merck

L-Dopa ~ICN
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I1.2. EQUIPO Y MATERIALES

Balanza anal{tica Mettler modelo AE 2860
Equipo de agua Mill1i-Q
Potencidmetro Beckman modelo ¢45
Bafio de ultrasonido Cole-Parmer modelo 8851
Equipo de fi{ltraci¢n Millipore con membranas para:
disolventes organicos Gelman Solences de 0.2 p
disoluclones acuosas Gelman Sciences de 0.2 u
Hicropipetas Labsystems Finnpipette
Pipeta automatica Eppendorf
Tubos de ensaye de 13 » 100 con tapoén de rosca
Tubos de ensaye de 13 » 100 de fondo cénico con tapédn de
rosca,
Agitador Vortex Thermolyne Maxi Mix |
Centrifuga Beckman modelo TJ-5
Bomba de dos pistones Waters modelo 510
Inyector automAtico Waters modelo 712 WISP
Columna de acero {noxidable Nucleosil C-18, Tamafio de particula
de 10 n, 25 cm de longitud y 4 mm de dlametro {interno,
Macherey-Nage!l
Detector amperometrico Bloanalytical Systems (BAS) con los
siguientes mé&dulos:
Compartimento de la celda CC-4
Controlador amperométrico LC-4B
Controlador para el precalentador LC-22A

Integrador Waters modelo 745

111.3. CONDICIONES EXPERIMENTALES

III.3.A. PREPARACION DE SOLUCIONES

Solugidén de Adsoreion

Diselver 24,22 g de TRIS y 0.2 g de EDTA disddico en
aprox imadamente 75 m! de agua grado HPLC. Ajustar el pH B 8,9 &
0.05 con acido acetlico glaciaml. LLevar a volumen de 100 ml con
agua HPLC.
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Soluctién de Lavado

Disolver 1 g de TR!S en aproximadamente 400 ml de agua grado
HPLC. Ajustar ol pH a 8.9 * 0.05 con una solucion de EDTA al 5 %.
Lievar a volumen de 500 ml con agua gredo HPLC.

Solucioén de EDTA al S%.
Disolver 5 g de EDTA en 100 mi1 de agua grado HPLC.

Solueién Reqgul adora A,

Pesar las sjigulentes cantidades: o
Acetato de sodio 6.6906 g (50 mM)
Acldo citrico 6.3172 g (30 mM)
Octanosuifonato de sodio 1.02 g (S mM)
EDTA 0.‘0376 g (0.1 mM

Disolver en aproxidamente 900 m! de agua grado HPLC, Ajustar
el pH a 3.35 2 0,05 con Acido acético glacial. Llevar a volumen de
1000 ml. Filtrar a traveés de una membrsna de 0.2 u de tamafio de

poro.

Fabe Movil,
Mezclar 92 partes de solucién reguladora A con 8 partes de
metanoi. Filtrar 8 través de membrana de 0.2y de tamaffo de poro.

Sonfcar durante 3 minutos para degasificar.

Solucion de EGTA/ZGSA.
Disolver 1,08 g de EGTA, 900 mg de GSA en 6 ml de agua grado

HPLC. Para su completa disolucién, adicionar unas gotas de una
solucidén de hidréxido de sodio 5 N, ajustando el pH & 6.0 % 0.5,

Llevar a volumen de 10 ml con agua grado HPLC.

Agua HPLC pH 4.0
Ajustar el pH de agua grado HPLC & 4.0 * 0.05 con 4acldo

acético diluido (1:200),

Solucidn Estindar de a-metildopa.
Pesar con exactitud e! equivalente a 7.0 mg de o-metildopa.
Transforirlo cuantitativamente a un matraz volumétrico de 10 ml.
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Disolverlo con agua grado HPLC pH 4.0 y llevar a volumen. Esta
soluclidédn tiene una concentracidédn de 700, 000 ng/mi.

Tranaferir una alfocuota de 1.0 ml de la soluci¢n anterior a
un matraz \':o)umétrico de 100 ml. Llevar a velumen con agua grado

HPLC pH 4.0. Esta soluc!én tiene una concentracién de 7,000 ngs/ml.

Sclucidn de Estandar Interno.

Pegar con exactitud el equivalente a 6.0 mg de DHBA,
transferirio cuantitativamente a un matraz volumetrico de 25 ml,
Disotver y llevar a wvolumen con agua grado HPLC pH 4.0,
Concentracién de * 240,000 ngs/ml.

Transterir una slicuota de 1.0 m! a2 un matraz volumétrico de
10 mi, 1tevar a volumen con agua grado HPLC pH 4.0. Concentracion
de 24,000 ngs/mi,

Transferir una alicuota de 0.125 ml de la soluclén anterior a
un matraz volumetrico de 25 ml, Llevar a volumen con acetonitrilo.
Concentracidn de 120 ng/ml,

III.3.B. PREPARACION DE CURVAS ESTANDAR.

Se preparan dos ourvas estandar., La primera es una curva
estandar en medio acuoso con la finalidad de poder evaluar la
exactitud de metodo. La segunda es la curva estindar en plasma que
se uti{lizara 8 lo largo de 1la vatidacidén de! método y la
aplicacién de! mlsmo. En ambos casos, se colocan !as cantidades de

ltas soluciones Indicadas.

t. CURVA ESTANDAR EN MEDIO ACUDSO.
Tabla No. 1.

tt, CURVA ESTANDAR EN PLASMA.
Tabla No. 2.
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METILDOPA DHEB A APTORO FINAL CONC. FINAL
€7000 ng/ml) €24000 ng/ml) CON HUFFER A DE oa-METILDOPA
Cm D ¢ ml D ¢ mi ) ¢ ngsml D

0. 075 0. 08 10.00 52.5
0.145 0, 05 10.00 101.8
0.385 0. 05 10. 00 248.5
0.715 0,05 10.00 500.5
1.430 0.05 10.00 1001.0
2.145 0. 05 10. 00 1501.5
2.85% 0. 05 10.00 1998.5
3.575 0,08 10.00 2502. 0

TABLA No. 1 CANTIDADES DE o~METILDOPA ¥ DIHIDROXIBENCILAMINA
NECESARIAS PARA LA PREPARACION DE LAS CURVAS

ESTANDAR EN MEDIO ACUOSO.
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a=METILDOPA SOLUCION PLASMA AFORO FINAL CONC. FINAL

(7000 ngr/mld EGTA/GSA CON HaO pH 4| DE METILDOPFA
< m ) ¢ ml > ¢ ml D ¢ ml ) € ng/ml D
0. 075 0.05 6.125 10.00 s52.5
0.145 0.05 6.125 10.00 101.85
0. 355 0,05 G.125 10.00 248.5
0.715 0,05 6.125 10,00 500.5
1.430 0.08 B.125 10.00 1001.0
2.145 0.05 6.125 10.00 1501.5
2.855 0.05 6.125 10.00 1098. 8
3.575 0.05 6.12% 10.00 2502.0

TABLA No. @ CANTIDADES DE o-METILDOPA, SOLUCION ESTABILIZA-

DéRA DE EGTA/GSA Y PLASMA PARA LA PREPARACION DE

LAS CURVAS ESTANDAR.
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IIXI.3.C TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El procedimiento para el tratamiento de las muastras consta

de cuatro etapas:

. PRECIPITACION DE PROTEINAS.

A una alicuota de 1 ml de plasma colocada en un tubo de
ensayo de 13 # 100 mw con tapdn de rosca, adicionar 1,0 ml de la
soluci4n de DHBA (concentracien de 120 ng/m! en acetonitrilo).
Agltar en vértex durante 1| minuto y centrifugar por 10 minutos a
2500 rpm.

i, ADSORCION.

Transferir el sobrenadante de cada tubo a otro de 13 = 100 mm
de fondo cénico con tapdn de rosca que contenga 100 mg de altmina
y 0.5 m! de la soluci{dn de adsorcién, Tapar herméticamente y
agitar en vdértex durante 15 minutos, Verificar que la agitacien
sea homogeénea. Centrifugar 10 minutos a 2500 rpm. Aspirar y

desechar el sobrenadante.

tii, LAVADO. o

Adicionar a cada tubo 1.0 m)] de la solucidn de lavado, Agitar
en vértex por ! minuto. Centrifugar por 5 minutos a 2500 rpm.
Aspirar y desechar el sobrenadante. Este paso se replte por un

total de tres veces.

tw. ELUCLUN,

Adicionar a cada tubo 0.5 ml de la solucidén reguladora A.
Agitar an vortex durante 5 minutos. Centrifugar por 10 minutos a
2500 rpm.

“Transferir el sobrenadante a viales de 300 ul de capacidad e
ifnyectarlo nl sistema cromatografico, el cua! ha sido ‘acondi-
clonado con la fase mévil! a un flujo de 1.5 mi/min, el electrodo
de trabajo colocado a un potencial de +750 mV, una escala completa

de 10 nAmp y el precalentador de la fase mévil a 50<C,

"
o



1114, PARAMETROS DE VALIDACION.

II1.4.A. LINEALIDAD.

a. Linealidad del Sistema.

Se inyectaron por dup!icado cada una de las ocho
concentraciones de la curva estandar sin tratar durante cuatro
dias, As!l, se evalud la respuesta de! detector en un intervalo deo
52.5 a 2500 ng/m! al graficar la altura relatlva de o-metildopn en

funci{dn de su concentraclon,

Criterio de aceptacidn,

r 20,99 r2 2 0.98

o
n
<

Resul tade

En la tabla No. 3 se muestran los resultados de las alturas
relativas obtenidas para cada una de las ocho concentraciones
Hediante un  analisia de regresion se observaron los

sigutentes parametros (Grafica Na, 1):

n = 32°

- 2 = o 3
b = -0.0032 Intervalo de Conrlanka(A g5%) 0.2761 a 0,2698
m = 0.0082 Intervalo de Confianza(A g5%) 0.0090 a 0.0084
r = 0.9982
r== 00,9963

Con estos resultados se puede concluir que existe una
retacidn altamente significativa entre ta concentracién de
metildopa (ng/ml) y la respuesta ( altura retativa ), ¥y que la
ordenada de esta relaclén lineal pasa por el origen. Por lo tanto,
el modelo matematico que describe este comportamiento esta dado

por la ecuacid¢n.de la recta:

y = 0.0082 x
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CONCENTRACLON ALTURA RELATIVA
DE METILDOPA P
Cngrmld 1 2 3 4
s2.5 0.4321  0.4611  0.4628  0.4245
101.5 0.0002  0.8003  0.9074  0.8688 |
248.5 1.0017  z.zo80  2.2132  2.0257
500, % 4, 4601 4, 60048 4,.7175 4.2047
1001.0 0.5054  0.1010  ©.3350  .7585
1501.8 14,3588  14.3513  15.1583  13.0601
1008, 5 10.5380  10.4207  19.0088 17,5066
2502. 5 . 22.5808 22. 0161 23. OéTB 22,2030
TADLA No. 3 ALTURAS RELATIVAS DE METILDOPA OBTENIDAS DE

LA CURVA ESTANDAR EN MEDIO ACUOSO SIN TRATAR
DUFANTE 4 DIAS VERIFICANDO LA LINEALIDAD DEL

SISTEMA

O




LINEALIDAD DEL SISTEMA
CURVA ESTANDAR SIN TRATAR
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b. Linealidad del Sistema en Medio Plasmitico. -

Esta prueba se hizo con la finalidad de verificar sl la
respuesta obtenida después del! tratamiento de las muestras en
plasma seguia el comportamiento lineal.

Las muestras se trabajaron por duplicado en cada una de las
concentraciones de la curva estandar en plasma de acuerdo al punto
111.3.C., durante seis dias. La l!inealidad de la respuesta se
evalud nuevamente al analizar la respuesta (altura retativa) en

funcién de la concentracidn.

Criterio da Aceptac!én

b =0 r 2 0.99 +2 > 0.98

Rosul tados

La tabla No. 4 contiene los datos graficados (Grafica No., 2)
de las alturas relativas obten{das para cada una de las diferentes

concentraciones, y que mediante un analisis de regresidn se

obti{ene:
n = 48
b = - 0.0963 Intervalo de cOnflanza(A asxy = ~0.3363 a 0.1437
m = 0.0095 Intervalo de Conflanza‘A asx)y 0,0093 a 0.0097
r = 0.9979

ro= 0.9959

De estos resultados se puede concluir que exi{ste una relacidn
altamente significativa entre la concentracisén de metildopa y la
respuesta de! detector, atm después de! tratamiento de las
muestras, y que la grafica obtenida pagsa por el origen. El modelo
matematico que describe este comportamiento estad dado por la
ecuacidn de la recta:

>
y = 0.0095 «x
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FIGURA No. 12 BLANCO DE PLASMA
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FIGURA Ng. 13 ESTANDAR INTERNO DE HIDROXIBENCILAMINA A
CONCENTRACION DE 120 ng/ml
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FIGURA No. 14  CURVA ESTANDAR EN PLASMA CORRESPONDIENTE A LAS
CONCENTRACIONES DE:

a) 52.5 ng/ml e) 1015.0 ng/ml
b) 101.5 ng/ml f) 1505.0 ng/ml
c) 248.5 ng/ml g) 1995.0 ng/ml
d) 500.% ng/ml h) - 2520.0 ng/ml
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Comparacidén de la Curva Estandar en Medio Acuose y en Plasma

Por medio de la prueba t se compararon las pendientes de las
curvas estandar tanto en medio acuoso como en plasma, la cual

gigue el métode analitico desarrollado.

Hipdtests -

Ho: my = om,
Ha: my ﬂmz

Estadiqrafo de Contraste

m + m
¢ - L 2 NTS)
cal
hod oy 1 i
L1 ) +
y/xa y/xz2 2 ( )2 2 (Tx )2
- —t— *.T.x2 - 2 —
n n
1 2
Con g! = ngo# n, - 4
Donde:
2
s - Ly - b Ly -mLxy e (20
¥/ % n
= s — . R EN
y/x y/x Yo
Criterio de Aceptagion
ttab z tcal
Resul tado
n, = 32 . n, = 48
b, = =0.0032 b, = -0.0983
my e 0.0092 L2 = 0,0095 .
v
Sy/x = 0.4830 Sy/x a 0.5333
s § 5448
Sy/x‘ 0.40989 Sy/x: 0.
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Sustituyendo en (1):

- 3,248 w1074

(1.0436) 6.8863 10

. . ~=2.2748 u 108
2.7401 » 107¢

t = 1.199

Con gt = 32 ¢+ 44 - 2 = 76, se obtiene un t de tablas a a<0,05 de:
: 1.892

Dado que se acepta la hipotesis nula y se

t |3 '
tab cal .
concluye que no hay diferencla significativa entre las pendientes
de lJas curvas estandar tanto en medio acuoso como en medio

plasmatico con un 95 X de confianza.



c. Linealidad y Exactitud del Métada,

La linelidad de! método se evalud con la cantidad de
a-metildopa recuperada en funcion de la canttdad agragada. Para
ello se interpolaron tas alturas relativas de las muastras en
plasma en wuna curva estandar sin tratar. Estos analisis se
realizaron durante sefs diss. Los resultades se muestran en la
tabla No., 8.

Criterio de Aceptacion

b =0 m = 1 r z0.99 r” oz 0.96

Resultados

Al graficar los resultados (Grafica No. 3), se obtuvieron los
sigufentes parimetros:

n = 48

b = - 5,2195 Intervalo de Confianza(gsx)='-33.2745 a 22.8355
m = 1.0461 Intervalo de Canflsnza(gsx)= 1,0249 a 1.0673
r = 0.9979

2

ro= 0.9845

Dado que el Iintervalo de confianza para !a ordenada al origen
inciuye a! cero, se puede concluir gque el metodo carece de error

sistemaAtico constante.

Sin embargo, aunque existe una ralacion ghltamante
sfgnificativa de la canti{dad adicionada y la cantidad recuperada,
se ohgaerva que e! intervaio de confianza para ia pendiente de la
curva &5 muy cearcana a i, pafa estadisticamente mayor, io cual s6
debe a que el metodo presenta un error sistematico proparcional
por excesa.
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Al analizar 1los porcentajes de recobro (Tabla No. B), se
observa una ligera tendencia al aumento conforme la muestra lieva
mas dias guardada antes del analisis (Grafica No. 4), Este efecto
es mucho mis significativo en las concentraciones bajas, y esto
explica el error sistematico propercional que ex{ste.
Probablemente sea un tendmeno de adsorcidn irreversible no

controlado.
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CAMBIOS DEL % DE RECOBRO
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1X1.4.8 PRECISION

a. Preclsion del Sistema.

Se evalud diarismente antes de {nyectar las muestras de cada
experimento, para !lo cual sge inyectaba una muestra de la curva
estandar por sextuplicado y con las alturas relativas se obtenia

el coeficiente de variacién mediante la ecuacidnt

c.V, = E * 100
. X
Criterio de Aceptacién
C.V., = 1.5 %

Resultados

En todos los casos, e! coeflciente de variacion fué menor a
1.5 %, por lo que el sistema se consideré que era preciso. Los

reaultados de cinco dias se muestran en {a tabla No. 7,

DIA n X s X C.V.

1 6 0.0302 0.0083 0. a0

2 6 0.9040 0. 0086 1.08

3 6 0. 8361 0. 0031 0.37

e 8 §,3340 0. 0400 0.75
s 8 6.3102 0. 0451 0.85

TABLA No. 7 ' COEFICIENTES DE VARIACION PARA UN PUNTO
DE LA CURVA ESTANDAR EN MEDIO ACUOSO DE-
TERMONADO DURANTE SEIS DIAS PARA OBTENER
LA PRECISION DEL SISTEMA. '
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b. Precision del Meétodo.

La precisitn se evalug mediante e! coeficiente de variacien
de los porcentajes de recobro obténldos de las muestras en plasma

después de! tratamiento en sels dias,

Criterio de Aceptacidn

Resul tados

Al observar los coef(cientes‘de variacién de los recobros
{Tabla No, 6), se observa que e! método es preciso a partir de la
concentracién de 100 ng/ml, ya gque es donde se obtlene un
coeficiente de varlacion de 13.8 %,

En la grafica 5 se puede ver claramente como disminuye el
coeficlente de varlacién de las concentraciones de 52.5 a 100
ng/ml, mientras que de 100 a 2500 ng‘/ml se mantiene en valores
bajos. Por 1o tante, el método es preclso a partir de la

concentrac{dén de 100 ng/ml.
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I1XY.4.C CANTIDAD MINIMA CUANTIFICABLE.

La cantidad minima cuantificable se estimd mediante dos

criterios:

a. Aquella cantidad minima cuyo coeficiente de variacién de !*-s
determinaciones hechas a partir de plasma durante seis dias fuera’

menor o igual al 15 %,

b. Matematicamente al graticar la respuesta de las determinaciones
hechas en plasma durante sels dias en funcién de Ia concentracién
del analito., De aqui se obtuvieron los parametros de la recta que

se emplearon para reallzar el calculo.
Resul tados

a., De scuerdo al criterio de coeficiente de variacion, la cantidad
minima cuantificable es de 100 ng/m!, ya que e! C.V., es de
13.80 %.

b. De acuerdo al calculo matematico, se observa un resultado
simi{lar, Al graficar la respuesta relativa obtenlda en funcidn de
ja concentraciedn (GrAfica No. 2), se obtuvieron los sigulentes

datos:

n = 48 Ty e 7498, 64
ro= 0.9979 Ty = 448, 36
rz 2 0.9958 . Xy = 791531.28
m = 0.0095
b = - 0,0963
CELy" )Y = b Ly - mExy
S = ve o LA)
y/x
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0.5333
y/x
2s gix = 1.06668
= + 2
Y y * 235 vy N £ -3
Yy = mx + b . P 4 - 3 ]
St x = 0, entonces y = b, y sustituyende en (5), g8
tiene que:
= + o .
Yy b * 258 yrx o (73

y = -0.0963 * 1.0666

y = ( -1.1629 - 0.9703

DPado que y = mx + b, y tomando en cuenta &} wvalor

superior del rango anterior, se obtiene que:

y - b

X = " « .. (B)

0.9703 + 0.0963
0.0095

x = 112,14 ng/ml

Se observa que por los dos metodos se obtisnen resultados
seme jantes, por lo que se concluye que la cant{dad minima
cuant{ficable es de 110 ng/ml.

Por otra parte, la cantidad minima detectable es menor a 10
ngs/ml, ya que en las determinacjones hechas de esta concentracidn
no se tuvo interferencia de ruido de! equipo (trig. 15},

Dado que la cantidad minima detectabla eos menor a una décima
parte de la cantidad minima cuantificable, ya mno fué necesario
determinar la primera experimentalmente, Por otra parte, as
necesario recordar que las concentraciones minimas de farmaco que
se ostima cuantificar son alrededor de 100 ng/ml y este indica gque

no es necesario buscar un limite de detecci{ion menor.
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CHANNEL R IHJECT a5/ 92/9% 20:43:142

METILDOPA
FILE 1.
PERKH

o>

TOTAL

FIGURA No. 15 CROMATOGRAMA CORRESPONDIENTE A LA CODN-
CENTRACION OE 10 ng/ml OE METILDOPA
(tg = 6.77 min). SE DBSERVA QUE NO
EXISTE INTERFERENGIA DE RUIDOD CON -
ESTA SERAL.
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ITI.4,D. REPRODUCIBILIDAD.

Se analizaron por triplicado muestras de 100, 500 y 2000
ng/m! de oa-metildopa en plasma por dos analistas en dos diferentes
dlas, Las alturas relativas se interpolaron en una curva estandar
preparada en plasma por cada uno de los analistas en cada dia.

Con ¢! objeto de ver si el metodo es reproducible, y de
acuerdo a los criterios seguidos en el Centro A. F. de Estudios
Tecnologicos, se compararon los coeficlientes de variacien globales
para cada concentracién con aquellos obtenidos durante ta

evaluacion de la linealldad.

Criterio de Aceptacidén

Los coeticientes de variacidn obtenidos para cada una de las
concentraciones de manera pglobal, deben ser menores que aquellos
obtenidos durante la estimacion de la linealidad del metodo,

Sin embargo, para saber si{ la varlanza obtenida giobalmente
se debe al dfa, al analista, al nivel de concentracien o a la
{nteraccldén entre ellos, re reallzarid un analisis de varianza
considerando un experimento de dos factores, y en este caso, al
apticar la prueba F de Snedecor, los valores de F calculadas

doberan ser menores que las F de tablas,
Puaul tados

LLos porcentajes de recobra as) como su coaeficlente de
variaci{dn se muestran en la tabla no. 8. ‘

Se observa que en todos los niveles de concentracidn
empleados,  los coeficlentes de varfaci¢én son menores que los
obtenidos cuando se eval\;é linealidad de! meétodo. Por esta razén,
se considera que e} meétodo es reproducible tanto entre analistas

como entre dias para un mismo analista.



100 ngrmi

ANALISTA 1

ANALISTA 2

500 ngsmt

ANALISTA 1

ANALISTA 2

2000 ngs/ml

ANALISTA 1

ANALISTA 2

TABLA No. 8

DIA 1
107. 45
105. 32
104.91

104.83
100.58
a9.52

DIA &

101.79
101,77
100.55

o4, 32
97.93
95. 57

DIA 3
105.05
104.58
102.53

10%5.98
104.18
09.090

DIA 2

109.77
109.24
108,53

111,81
108,903
108,74

DIA 2
06.3%5
a5, 37
s, e2

948, 03
a6, 76
9z2.76

DIA 2
990.16
96.88
95, 84

ag, 84
89.73
a6. 59

[/ 4 -

C. V.

iz

= 10B3.64

3.728

= 3,49 %

n =312
X = 97.62

s =

C. V.

nw
x

5 =

C. V.

a2.728

= 2.79 X

12

= 100,79

3,554

- 3.53 %

78

C.V. EN
LINEALIDAD
13.80 %

c. V. EN
LINEALIDAD
4.84 X

Cc. Y. EN
LINEALIDAD
L4.17 %

% DE RECOBRO PARA LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
METILDOPA EN PLASMA EMPLEADAS PARA VERIFICAR LA
REPRODUCIBILIDAD POR ANALISTA Y POR DIA



ANALISIS DE VARIANZA
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Considerando las medias de los resultadis de tabla No, 8, se

obtienen los siguientes datos:

FACTOR A FACTOR B REPETICIONES
CONCENTRACION ANALISTA DIA 1 DIA 2
100 1 105. 89 109.18
2 101.64 109.83
500 1 101.37 95.65
2 97.61 95.85
2000 — 1 104.05 97.29
2 103.08 o8.72
TOTAL 613.73 6046. 52
Obteniende el factor de correccidns
¢ 1220.16 32
C = e = 124,065.87

LLa suma total de cuadrados:

§ST = 263.02

Las sumas de cuadrados de los

repeticiones (R} y de! error (E):

TOTAL
215.07
211,56
197.02
183. 46
201,34
201.80

1220.10

tratamientes (Tr), de las

SS(Tr) = 173.81
SS(R) = 4,22
SS(E) = 84,99

Reacomodando los resultados para

los dos fac

FACTOR B
ANALISTA
1 2
FACTOR A 100 215,07 211.47
CONCENTRACION 500 197.02 193. 46
2000 201.34 201.80
6503, 43 608.73

Obteniendo la suma de cuadrados
para su interaccien AB:
SSA =  {67.35

para los do

tores:

426,54
390,48
403,14
1220.16

s factores A,B y

ESTA TESIS N3 BEsE

SALIR  BE

U 23ueTEc



5SB
SS(AB)

Finatmente,

de libertad y e!

dividiendo

3.74
2.72

80

tas sumas de cuadrados por sus grados

cuadrado medio de! error, se obtienen los valores
de la funcidén de F de Snedecor.

FUENTL DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE
VARLACION LIBERTAD CUADRADOS | cuADRADos | Foat | Fram
DIA 1 4.22 4.22 0.25 6. 61
CONCENTRACION 2 167,35 83.67 4,92 5.76
ANALISTA 1 3.74 3.74 0. 22 6.61
INTERACCION 2 2.72 1.36 0.08 5.79
ERROR 5] “#4. 90 17.00
TOTAL 11 263. 02 o

Dado que para todas las posibles fuentes de variacidn la F
calculada es menor que

la t de tablas sl

concluye que no hay afecto entre dias,

analistas,

95 % de confianza, se

concentracioneg

nil ‘entre sus {nteracciones, por lo que el método es reproducible



IXX.4.E.ESPECIFICIDAD.

Se probaron dos tipos de sustancias:

a. Farmacos que se coadmini{stran con o-metiidopa.

b.

Sustancias

Asi,

eanddgenas

ermeti{ldopa y a sus metabolitos.

Resultados

retencion y su factor

se estudisron un total

Las sustancias probadas asi como sau

de capacidad se

relacionadas

de 10 sustancias,

concentracion,

resumen en la

81

estructuralmente a

tiempo de

siguiente

tabla (No. 9).

SUSTANCIA CONCENTRACION LR Lh x*
1. Propranolol S0 pgs/ml - - -
2. Hidroclorotiazida 217 pgrml - - -
3. Clorotiazida 50 ug/ind - - -
4. Alfarmetildopa 210 nygrml S.86 4.46 3. 106
Y. Noradrenalina 250 ng/mt 5.89 4.48 3. 200
6. Adrenalina 250 ng/ml 7.60 u. 20 4.420
7. Cafelina 71 pgrsmi 9.26 7.86 5.014
8. DHBA 120 ng/sml 10.16 8.70 B. 257
9. MNormetanefrina 250 ngsml 11.648 10.26 7.320
10. Dopamina 250 ngsml 17.28 15.80 11.320
11. Deoxiapinefrina 250 ng/mt 19.%50 18.10 12.029

TABLA No. 9

CIDAD DEL METODO

NOTA: El tiempo muerto es de 1.4 minutos.

SUSTANCIAS EMPLEADAS PARA VERIFICAR LA ESPECIFI~



az

Las sustancias que se coadministran con la a-metildopa, o
sea, ! - 3 no Interfileren con e! analisis, ya que al potencial
empleado ( + 750 mV ) no hay reaccién éxido-reduccidén y por tanto
no hay seMal! cromatografica.

La cafeina podria llegar a interferir con‘e! estandar interno
puesto que sus tlempos de retencidn son muy semejantes (Fig. 16).
De cualquier manera, ge obtiene una a (selectividad) _de 1.115 y
una resolucidn de 1,551, por lo que se puede cuantificar a DHBA

8in ningan problema.

Respecto a las catecolaminas enddgenas, la noradrenalina
llega a interterir con la a-metildopa ( Filg, 18 y 19 ); los picos
no se resuelven (R = 0,727) y se tiene una selectividad (a) de

1,004, De cualquier manera, @sto no es preocupante puesto que las
concentraciones plasmaticas de noradrenalina secretada por Jla
médula suprarrenal son de 0.1 a 0.3 ng/ml (6) por lo que se
considera que esto no (nterferird al emplear este método en

estudios de bioequivalencia.
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CHANNEL A IHJECT 07727789 14:33:27
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C 1 1ol 3,26 23496 01

'ypTF_u_. 8o, 23496 ?

FIG

URA No. 16 CROMATOGRAMA DE LA CAFEINA EN CONDICIONES
NORMALES DE EXPERIMENTACTON Y CONCENTRACION

DE 71 pg/ml
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III.4.F.TOLERANCIA.

Se probaron cambios en e! pH en el buffer de la f;aae mévil en
0.35 % 0.01 unidades de pH, esto es, de un pH de 3.55 a 3.00 y
3.70. Asi mismo, se cambid el porcentaje de cosolvents en un 50 X
de su concentracion, de 8 a un 4 y a 12 X, Empleando estas
condiciones y una muestra de l!a ourva estandar sin tratar de 100
ng/m! de metildopa, se evaluaron los ‘parimetros de k’, a y R para
a-metildopa y DHBA.

Resultados.

a. Camblos de pH
Los resuitados obtenidos gse muestran en la sigulente tabla
(No. 10).

R
pH k =MD k* DHBA a R
3.00 2.53587 4. 0282 1.5388 3. 5850
3.35 3.08107 7. 2290 2,002 7.098
3.70 3. 0470 10.17u8 3.3412 12,269
TABLA No. 10 EFECTO DEL pH SOBRE LA RESOLUCION, FACTORES

DE CAPACIDAD ¥ SELECTIVIDAD

Se observa que al aumentar e! pH aumenta Ja resolucidn de los
compuestos (Grafica No. 6), y debido a que este cambio es grande
para un {ntervalo peguefo de pH, se debe tener cuidado en calibrar
el potencidmetro antes de utilizarlo, para que no se aumun:e
grandemente el tiempo de anilisis en el mejor de los casos, o que
ge plerda regoluc{én de los compuestos (en el peor de las casos).

Este cambio en la resolucidén (Figura No. 20) se debe en gran
parte al aumente del! factor de capacidad de! DHBA mas que de !la
mot{!dopa, e! cual se puede declr’permanuce constante (Grafica No.
7).
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b. Cambios en el porcentaje de cosolvente

Los promedios de los resultados obtenidos se muestran en la

siguiente tabla (No. 11):

% de Metanol k;-MD kr')HBA a R
4 5.3812 10,3929 1.9278 7.780
] 3.0134 7.2288 2. 0020 7.098
12 2.1169 4.9017 2.3153 7.797
TABLA No. 11 EFECTO DEL % DE COSOLVENTE SOBRE LOS FACTORES

DE CAPACIDAD, SELECTIVIDAD Y RESOSLUCION DE
METILDPA Y DIHIDROXIBENCILAMINA

El cambio en el porcentaje de] cosolvente no afecta la
resolucidn entre los compuestos (Grafica No. B), sin embargo, si
afecta el tlempo de analisis (Figuras No. 21), ya que al disminuir
el porcentaje de metano!, aumenta el factor de capacidad de ambaos
compuestos (Grafica No, 9). De esta manera, esto se puede aplicar
cuando con las columnas nuevas, en cuyo caso, los compuestos se
retengan mayor tiempo al! esperado, para lo cual se recomienda

aumentar e) porcentaje de cosolvente de la fase movil,
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I11.4.G. ESTABILIDAD.
Este experimento consta de dos partes:
a, Establlidad en Plasma

Para mostrar la estabilidad de la metildopa en plasma, se
preparon las muestras de 500 y 2000 ng/m! de meti{idopa segun la
tabla No. 1., Estas muestras ge repartieron en alicuotns de 1 ml y
ga congelaron a -10 °C durante 72 horas y- luego a -40 =C, Las
muestras se analizaron por 4riplicado a! tiempo O, 1, 3 « {5 dias.
Para interpolar las alturas relativas y obtener el porcéntaje de
recobro se emplearon curvas estandar en plasma preparadas cada dia

del analisis,

Criterio de aceptacion.

De acuerdo al criterio de aceptacion de CAFET se considera
que el método puede variar en un 10 N spobre e! 100 % do recobro,
por 1o que g9i el valor obtenido de los recobros de las muestras es
mayar al 100 % 10 %, sge concluye que la desviacion existonte es

debids al metodo y no a la descompoesicidn de la muestra,

Resul tados

Los porcentajes de recobro de !'as muestras analizadas se

observan en la siguiente tabla:
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X DE RECOBRO
CONCENTRACION two Lt =1 DIA | t = 3 DIAS | w 15 DIAS

500 ng/ml 103,08 08, 09 07.77 08.16
106. 31 100.24 99. 40 08. 52

100. 62 101.33 104.08 107. 89

2000 ngsml 106. 72 06,74 103,03 00. 53
108. 01 u7. 43 103.08 101.83

100,15 0u., 86 108, 06 105. 59

TABLA No. 12 % DE RECODRO OBTENIDOS PARA LA CONCENTRACIONES DE
S00 Y 2000 ngsml DE METILDOPA EN PLASMA PARA EL
ESTUDIO DE ESTABILIDAD EN ESTE FLUIDO

Con la gratica No, 10, se puade observar que los recobros
estan dentro de los !imites marcados del + 10 %. Las variaciones
observadas se deben al método, y no a una descomposicién de las
mnuestras.

Viende que !a muestra es estable a 15 dias, se puede contflar
en los datos de linealidad, ya que las curvas estandar en plasma

empleadas se preparasron al iniclo y se emplearon hasta 6 dias.

b. Establlidad en el Disolvente de Elucion
o
‘De las muestras procesadas por triplicado de las
concentraciones de 500 y 2000 ng/ml se inyectaron . repetidamente
hasta 60 horas. Las alturas relativas se {nterpolaron en la curva:«

estandar en plagma del primer dia.



Resul tados

Los porcentajes de recobro de las muestras analizadas se

condensan en la siguiente tablaﬁ(’i‘abla No. 131,

x DE RECOBRO

CONCENTRACION t =0 t = 10 HRS t = 18 HRS |t = 83 HRS
500 ngs/ml a8.17 | 94,93 a3. 06 61.80
a8, 52 04, 05 100.75 78,438
103.88 100.93 101.23 73.27
2000 ngs/ml 101.83 | 093,37 103. 89 ‘ y 79.21
105. 59 ‘ 101.64 110.78 B87. 45
114.76 ‘ ag. 53 110, 42 77.31

TABLA No. 13 X% DE RECOBRO OBTENIDOS PARA LAS CONCENRACIONE DE
S500 Y 2000 ngs/ml  DE METILDOPA EN PLASMA EN EL
ESTUDIO DE ESTABILIDAD EN EL DISOLVENTE DE ELUCION

Al graficar estos resultados (Grafica No.1l), sgse observa que
lag muestrag son estables hasta un plazo de 30 horas
aproximadamente, que es cuando los rocobros salen del intervalo de
100 * 10 %,
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IILS. APLICACION DEL METODO

Con el ftin de ver la aplicacién del método analtitico

desarro! lado, se siguid el sigulente estudio,

IXI.S5.A TOMA DE MUESTRA

A un sujeto sano voluntario en ayudas se e tomd una muestra
de sangre de 10 ml y se le administrd una tableta de 500 mg de
metildopa.

A este voluntario se le tomaron muestras de sangre (6 ml) a
diferentes tiempos. Las muestras se colocaron en tubos
"vacutainer"” heparinizados que contenian 0.125 m}! de la solucidn
de EGTA/GSA, Se centrifugaron inmediatamente a 3000 rpm durante 30
minutos. Se separd el plasma a un tubo de ensaye de 13 « 100 mm y

se congeld a -10 <C para analizarge al siguiente dia.

III.S.B. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

E! dia del anAlisls se descogelaron |as muestras, se tomé una
alicuota de 1 m! de cada tiempo de muestreo y se analizaron de
acuerdo a lo establecido en el punto 111,3.C.

Las alturas relativas obtenidas de las muestras se
interpolaron en uns curva estandar en plasma que se le dié el
migmo tratamiento,

NOTA: El punto antarior y este se reallizaron con dos sujetos
empleando formulacliones diferentes, una innovadora

(mercado) y una formulacién en desarrocllo.
. “
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III.S.C. RESULTADOS . .

Los tiempos de muestreo, asl comec las concentraciones
ptasmaticas de o-metildopa encontradas se encuentran en la
tabla (No., 14).

En tos resultados se observan diferencia en fas
concentraciones plasmaticas para las dos farmulaciones. La
formulacién en desarrollo libera al principio activo mas

ripidamente dando una concentraclon plasmatica max {ma de
aproximadamente 2000 ng/m] en un tiempo de 1.9 horas. Sin embargo,
la disminucidn de la concentracion de metildopa disminuye mas
rapido que }a formulacidn innovadora (Grafica No, 12), cuyo Cpmax
es de aproximadamente 1200 ng/m! que se alcanza en un tiempo de

dos horas.

Al comparar los chax obtenidos con los de la literatura, se
observa que las dos formulaciones estan dentro de Jos limites
reportndos, no slendo as! para e! tiempo on @l que se alcanza

dicha concentracldn,

Respectec al método analitico, no se presentd ningim problema
y se pudieron cuantificar los diferentes niveles de concentracien
plasmitica de metildopa. (Fig. No. 22),
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TIEMPO DE CONCENTRACION  PLASMATICA
MUESTREO DE METILDOPA Cng/ml)
CHORAS) FORM. EN DESARROLLO FORM. INNOVADORA
0 o o
0.25 6.1
0.5 182.3
0.75 538.9
1.0 1301.2
1.25 1108.0
1.5 2053.9 1168.0.
2.0 1e22.2
2.5 1500.2
3.0 1163.2
3.5 2009. 5
4.0 1725.1 - 732.9
5.0 530. 2 295.6
8.0 213.4 154.3
24.0 33.7 6.8

TABLA No. 14 CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE METILDOPA DESPUES DE

LLA ADMINISTRACION ORAL DE UNA TAHLETA CON DOSIS DE

500 mg
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1v RESULTADOS FINALES,

IV.1. METODO ANALITICO

IV.1.A. REACTIVOS

Alta-metildopa bPihidroxibenclliamina
Acetato de sodio Acido citrico
Octanosulfonato de sodio EDTA disadico

EGTA Glutat{dn en forma reducida
Trizma base Alumina

Acido acético glaciat Metanol grado HPLC
Acetonitrilo grade HPLC Plasma

Agua grado HPLC

IV.1.8. EQUIPO Y MATERIALES
Son los mismos mencionados en el punto 11},2.
IV.1.C. PROCEDIMIENTO

Mientras se permite que las muestras estén l{stas para
analizarse (esto es debido a que se mantienen en congelacién se
deben dejar a que alcancen la temperatura ambiente), se preparara
una curva estandar en plasma tal como se describe en e! punto
111.3.B. (i. Se toma una alicuots de ! ml de plasma de cada una de

las muestras problema as!i como de la curva estaAndar.

t. Precipitacién de Proteinas Plasmaticas.

Esta alicuota se coloca en un tubo de 13 » 100 mm con tapdn
de rosca, adicionar 1.0 m! de la soluoién del estandar interno
(dihidroxibenci{lamina, DHBA) de concentracién de 120 ng/ml en
acetonitrilo. Agitar en vértex ‘durante 1 minuto y centrifugar por
10 minutos a 2500 rpm. '
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i, Adsorcisn,

Transferi{r e! sobrenadante de cada tubo a otro de 13 » 100 mm
de fondo cénico con tapén de rosca que contenga 100 mg de alunina
y 0.5 m! de la solucidm de adsorcion. Tapar herméticamente y
agitar en vértex durante 15 minutos. Verificar que l!a agitacieén
sea homogenea. Centrifugar 10 m}nutos a 2500 rpm, Aspirar el

sobrensdante y desecharlo.

vii. Lavado.

Adlicionar a cada tubo 1 m! de la solucién de tavado. Agitar
en vortex por 1 minuto. Centrifugar por 5 minutos a 2500 rpm.
Aspirar el sobrenadante y desecharlo. Este Javado se debe hacer

por un total de tres veces.

tu., Eluclién,

A cada tubo se le adiciona 0.5 m! de la solucidén reguladora
A. Agitar en vértex durante 5 minutos, Centrifugar por 10 minutos
a 2500 rpm.

El sobrenadante se inyecta al sistema cromatografico, el cual
ha sido acondicionado con la fase mévil B un flujo de {.6 mi/min,
e! electrodo de trabajo (electrodo de carbdn vidriado) colocadao a
un potencial de +750 mV y el precalentador de la fase mévil a
50 <C.

v. Obtencion de resultados.

Se obtienen las alturas retativas de las muestras inyectadas
al dividir la altura correspondiente a c-metildopa entre la altura
del estandar interno.

Las alturas relativas de la curva estandar en plasma se
grafican en funcién de la concentraclién, En esta graflca so
interpalan las alturas relativas de las muestras y do esta manera

se obtionen las concentraclones de las muastras problaoma,



1IV.2. RECOMENDACIONES

Como todo método analitico, s6 tiene una serie de
consideraciones para evitar problemas al hacer el analisis,
Adenss, dado que se ha reportads en la literatura la lnestab{!idad
de a-metildopa, es importante segulr las siguientes
recomendaciones.

Toma de las Myestras

- Tomar las muestras de sangre en tubos heparinizados a los que se
les afiadido 0.125 ml de 1a solucien de EGTA/GSA por cada 10 m! de
sangre.

- Centrifugar Inmediatemente |as muestras.

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

obtener un perfil de blodisponibilidad confiable.

Antes de Iniclar el Apdlisis de las Muestras

- Secar 1a alumina a 400 +C durante 4 horas para actlvarla,

- Acondicionar el sistema cromatografice por un minimo de 24 horas

previa al analists,

- En esta prepar‘aclbn de! equipo pulir ta superficie del electrodo
de trabajo y realizarlo después de un maximo de 70 a 100
inyeccliones.

- Preparar lag curvas estandar en plasma un dia antes, repartirlas
en alicuotas de ! m! en tubos de ensaye de 13 % 100 mm vy

congelarias a ~10 =C,
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Para realizar el Analisis

- Durante las etapes de adsorcidn y eluci¢n de las catecolaminas

varificar que la agitaci¢n se reallce de maners homogenea.

- Una vez que las muestras se tengan en los viales, no tardar un
{apso mayor a 24 horas para inyectarlas a! sistema cromatografico

para ohtener resultados contiables.
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v CONCLUSIONES

Por medio de la presente tosis se desarrolld un método para
la cuantificacién de o-metildopas en plasma por cromatografis de
l{quidos de alta resolucién empleando deteccién electroquimica a

+750 mV con una escala completa de 10 nA.

El métode se basa en la adsorcidn selectiva de las
catecolaminas en altmina a un pH basico y su elucidén a un pH Acldo
empleando un buffer de acetatos-citratos, Con el tratamiento que
se le da a |a muestra, un triple lavado de la alunina, se logra la
{impieza total de la muestra, eliminando as! componentes del
plasma que pudiran llegar a interferir ademAs de mantener una vida
media de la columna mayor en comparaclion de otros métedos
reportados en la literatura, en los ocuales solamente realizan una
precipitacién de proteinas plasmaticas. ’

Para la cromatografia de las muestras se emplea una columna
de tase inversa C-18 y una fase mdvi! que contiene octanosulfonato
de sodlo, el cual actim como contralén formando el par idnico con
el {on de {a meti{ldopa.

Dado que factores como el pH afectan marcadamente a este tipo
de cromatografia, es necesario controlar dicho pardmetro en la
preparacién de 1a fase mévil, ya que una disminucién de ¢ste puede
provocar la falta de resoluclién entre e] compuesto y e! estindar

interno empleado (Di{hidroxibencilamina).

El método cumple en el intervalo de concentraciones estudiado
con los criterios establecidos de l1inealidad, procisidn vy
exactitud para la metodologla de analisis de farmacos on fluidos
blioldgicos. Ademas, es reproducible, especifico vy ‘:'sobretodo
sengsible, ventala que tliene sobre otros métodos cromatograficos en

ios que se emplea deteccldén ultravioleta.
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Estas caracteristicas permiten que e métode pueda emplearse
en la cuantificacién de met{tdopa en plasma, lo que servird para
real{zar estudios de bioequivalencia y blodisponibilidad. Esto
sera de gran {mportancia para determinar parametros
farmacocinéticos en paclientes s los que se les haya administrado
éste farmaco; y asi{, determinar la equivalencia terapéutica entre
presentaciones que se encuentren en el mercada llevando de esta

manera a la obtenci{dén de medicamentos seguros y eflcaces.
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