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CAPITULO I

INRTRODPUCCION



La hipsrtensién arterial es una de las enfermedades
de mayor prevalencis en nuestra soaciedad, va gque por
ejemplo, @&e estims que hay 25 millonea de hipertensos
en los Estados Unidoe de Norteamérica (méa del 20X de
la poblacidn de adultos), em 1la segunda enfermedad
cardiovascular en frecuencis y constituye el factor de
riesge méa importante para el desarrollo de la
arteropatia coronaria ateroesclerética. No es una
enfermedad exclusiva de la edad, ya gue al parecer
comienza en una etapa precoz de la infancia, pero
aumenta su prevalencla con la sdad. La supervivencia
estd en relaciédn inversa con la presién arterial

(26,31).

Existen wvarios f£irmecoe antihipertensivos, con
diferentes mecanismos de sceidn, entre los qgue podemos
mencionar a loa diuréticos, a la clonidina,
guanetidinag, reserpina, propanclol, etc. Entre estos
fdrmacos se encuentra el del objeto de éste estudio, la
alfa-metildopa, que es quizi, el férmaco hipotensor de

mayor uec.

Se han reportado B nivel hospitalario,
intoxicaciones debidas a 1la acumulacién de alfa-

metildopa, sobre todo sn nifios y anclancs, por lo que



es necesario monitorear el faArmaco y de este modo,
encontrar una doeificacién ideal para avitar

acumulaciones.

El objetivo de este trabajo, em el deearrollar un
método analiticeo y validarlo, para Qque posteriormente
sea utilizado en el monitorec del fArmaco en nifios v
anclanos.

Para cuantificar el farmaco  fué necepurioc
dasarrollar un métedo analitico por Cromatografia de
Liquidos de Alta Reesolucidn (HPLC), utilizando un detec
tor electroquimico; éste método requirié ser validado,
por medic del disefic de una serie de experimentos, que

geradn eppecificados en el transcurso de este trabajo.
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GENERALIDADES

Es importante describir alguncs de loa términos en
qQue se bamsa este trabajo, por lo que a continuacién see

procedsrén a describir dichos términos.

HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertenesidén arterial se define como la
alevacién de la presién sanguinea sistélica vy/o
diastélica, pudiendo ser primaria {hipertensién
emsencial)} o secundaria.

la  hipertensién primaria o easenclal no enté
vinculada a una etiologfa tinica. Puede ser sblo una
deaviacitén cuantitativa del promedic {( mée gque una
alteracién cualitativa) y un reflejo de una herencia
poligénica de la presién sanguinea.

Algunos asutores implican al rifién en la cticlogia
de la hipertesnsién primaria, psro las cobearvaciones
seriadas esugieren en vez de epto, que lan ancrmalidades
funcionaleas y estructuralec, son conmsecusncia de la
hipertensidén,

Las paredes arteriorales de ios animalee y las
pergonas hiperteneas contienen més agua y sodio que lo

normal, por lo que ge puede preaentar alguna reduccién
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de la luz arterial. Aungue emta reduccidén de 1la 1luz
puede contribuir a un aumento de la resistencia
periférica, no ea el mecanismo de accién incitants. Ho
hay pruebae de que la ingestién excesiva de sodio, el
eatrees emocional o la obesidad causen hipertensién,
siin  cuando cada unc de estos factores pueden agravar
una hipertensién preexistente o acelerar la aparicloén
de hipertensién en individuos genédticamente

predimpuestos.

La hipertensién primaria es asintomitica hasta que
se desarrollan complicaciones. El vértigo, el rubor
facial, o)l dolor de cabeza, la fatiga, la epistaxis y
el nerviosiesmo no eon causadas por la hipertenaién ein
complicaciones.

Lz hiperteneién secundarie esté  apociada a
enfermadad parenquimatosn renal bilateral (por ajemplo,
glomerulonefritis crénica colsasgenosis del rifién,
uropatia obstructive, etc.) o a transtornos

potencialmente cursbles, tales como feocromocitoma,
hipertiroidimmo, coartacién de la aorta, vasculopatia
renal. También puede estar asociada 8l uso de

contraceptivos por via oral,

La herencia prediepone a la hipertensidén, psro los



factores ambientales, neurégenosn, humorales y
vasculares también interaccionan & influyen esocbre 1la

preaién sanguinea en grados diversos.

El enfermo hipertenso ain tratar tiene gran riesgo
de desarrollar insuficisncia ventricular izquierda,
hemorrégia ceraebral [+ inmuficisncia renal

incapacitaderas o fatalees en edad temprana,

La hipertensiétn es el factor de riesgo més
importante que predispone a la aterocesclerosis

coronaria y cerebral.

No hay cura de la hipertensién primaria, pero une
terapetitica apropiada puede modiiicar su cures.

Loe pacientes con hipertensién ein cowmplicaciones
deben vivir vidas normales, siempre ¥ cuandoc mantengan
su presién sanguinea controlada con medicacidn. Las
rostricciones de la diata deben imponerse sdlo para con
controlar la diabstes mellitue, la obesidad o las
anormalidadea de los lipidos sanguineos, Con
diuréticoms, generalmente es innecesaria una dieta pobre
en sodio. Se debe alentar & que se realice un ejercicio
prudente y se debe demalentar el consumo de cigarrillos

para raducir sl riesgo de cardicpatis ateroesclerdtica,



La hipsrtensién aumenta tanto los peligros maternos
del embarazo, como la cifra de mortalidad fetal. Una
supervisién prenatal continuada, la restriccién dsl
sodic de la dieta y los medicamentos antihipartensivos

reducen la mortalidad materna, perc no la fetal (31).

TERAPEUTICA

La accién antihipertensiva de loe diuréticos parece
deberse a una modesta reduccién del volimen plasmético
y a una disminucldn de la reactividad vascular, mediada
posiblemente por desplazamiento de sodic deede la

localizacléon intracelular a la extracelular,

S1 los diuréticos no controlan adecuadamante 1la
hipsarteneién deben aftadirse: metildopa 250 mg. 2 veces
a) dia a 500 mg. 4 veces al dia, o clonidina 0.1 2 1.2
mg. 2 veces al dia o reeerpina 0.25 mg. por dia. Se
prafiere metildopa porque msue efectos secundarios son
mejor toleradecs. La reeerpina causa congestién nasal,
lasitud, somnolencia y depresidn y puede activar una
ilcera péptica. Deprime el sistema nerviorso simpatico
tanto en su aspecto central como periférico. La
clonidina causa gomnolencia gqua muchas veces es

persistente, sequsadad en la boca, eiendo lae dos cosam



molestas. La supresiédn sibita de la clonidina va a
veces acompaflada de un “rebote hipertenaivo”. La
clonidina reduce la presidén sanguinea por estimular los
alfa-receptores del centro vasomotor del cerebro. La
aomnolencia inducida por la metildopa suele deamparecer
al cabo de 3 6 4 dias. La metildopa puede causar
hipotensién ortostéitica e impotencia, pero no con tanta
frecuencia como la guanetidina. Son efectos
sacundarios poco frecuentes la flebre medicamentosa y
las anormalidades de las pruebas de funcién hepética.

Aproximadamente un 16% de los pacientes que reciben
metildopa deparrcllan una prusbo de Coombs directa
positiva, pero es oextremadaments rara una anemia

hemclitica.

En la hipertensién moderada, suele ser aconssjable
iniciar la terapfutice con un diuréticoe por via oral vy
depresor simpético ( por ejemplo, metildopa, clonidina,
reserpina o propanclol) simulténeamente. En la
hipartensién grave, la terapéutica debe comenzar con un
diurético oral b4 guanetidina simulténeamente,
afiadiéndose metildopa si fuera necemario.

Una de las sustancias que interfieren con la accién
de los antihipertensivos, son los antigripales quse

contienen aminas simpaticomiméticae (28,32).



CROMATOGRAFIA

La cromatografia se define como la migracién
diferencial de los componentes de una mezcla, en base a
sue diferentes velocidades de migracién, a travéa de
una fanme estacionaria, cuando son arrastrades por una
fase mévil.

La fase estacionarias pusde ser; sdlida 6 liquida

La fase mévil puede Ber: liquida & gaseosa

Cualquier método cromatogrdfice incluye cuatro

pasos:

1. "Unién" de 1la o lae sustanclas a la fase
estacionaria.

2. Separacion de lae sustancias entre si.

3. Recuperacidén de las sustancias Dpor 8u elucidn
prograesaiva.

4. Andlieie cualitative y/0 cuantitativo de las
sustanclias ya separadas.

La cromatograffia es un método de separacidén de
mezclas quimicas (principalmente orgénicas) en sus
componentes individuales. Esta es una técnica de
separacién, no una técnica de identificacidn. En
contraste la espsctrofotometria puede identificar la

presencia de moléculas esgpecificae en la mezecla, 8in
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embargo, éata habilidad de proveer informacién
cuantitativa exacta es limitada cuando la muestra esta
formada por componentee de estructura qQuimice similar,
pues epta técnica no puede separar los componentes. Por
ésta razén la cromatngrafia de liquidos se encuentra
frecuentemente unida con la espectrofotometria.

La muestra a ser analizada, ea disuelta en un
solvente adecuado (idealmente este soulvente ec idéntieco
a la fame movil) e introducida, por medio de una
inyeccidén, con destinc a la cabeza de la columnz. La
mueastra es acarreada a través de la columna por un
flujo continuo de la fase mdvil provenlente de la
bomba. En la figura No.l se muestra un diagrama de laoa
componentas de un cromatégrafo de liquides.

Algunaos componantes de la muestra pasan a4 travée des
la columna mée lentamente gque otros, Anquellos
componentes que son mas retenidos en la cslumna son de
este modo separados, por el tiempo en que &luyen al
final de la columna. UUn detector monitorea los
compaonentee cuando emergan del final de la c¢olumna. El
detactor transmite sefiales a un registrador, que traza
el cromatograma en una carta, el cual provee de la
informacién cualitativa y cuantitativa de la muestra.

La eeparacién ocurre en unz columna limitada,

11



Recipicante de la
fase mévil

Detector

Musatra disuelta
en el solvente

Bomba

Inyector

Columna

Y

Colector de
la muestra

Eatacién de Datog
o Reglstrador

Flgura N7 1.  Diograma de los componentes de un Crematdgrafo de Liquidos.
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astrechamente empacada con pequefias particulas sélidas
(ejemplo, eilicagel), citada como material de empaque.
La retencién es generalmente condicionada por el tipo
de material de empaque.

En la flgura No. 2 se presenta un diagrama del

empaque de una columna cromatografica.

El gran potencial de la cromatografia de liguidca
ea comparadc con el de la cromatografia de gases, por
dos factores primarios.

El primero es que una gran variedad de moléculae
pueden ser disueltasn en un aolvente que noe
necesariamente debe aser volatilizado y retener la
estructura molecular orliginal. La cromatografia de
liquidos es una técnica mése delicada que la
cromatografia de gases y con menoa prcbasbilidad de
alterar laes moléculae de la muestra.

La pegunda ventaja de la cromatografia de 11iquides
es su habilidad de contar corn una vaeta variedad de
moléculas ionizadas y no-ionizadae, con pemc molecular
extremadamente alto ¥ actividad biloléglca (anzimas,
péptidos,etc.), que pueden ser determinadas por esta
técnica.

En le tabla No.l ge mu=stran lazs diferentes formas

11



Entrada de fase mSvil

Poros de 2 wm,

Separacido de

muestrasg

cempaque

‘\\ Material de

Salida del
eluente

2 Diagrama del Fmpaque de una Columna Cromatogrdfica.

Figura B
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de separacién en la cromatografis de liquidos.

En suma, 1la cromatograffia de 1liquidos es wuna
innovaclién para la quimica analitica, orgénica Yy
bliolégicsa. Rl campo de la quimica orgénica [.T.]
extremadanente extenso, asi como para la investigacidn
biomédica. En la tabla No.2 se snlista una mueatra de
las Areas de aplicacién donde 1la cromatografia de
liquidos, es una técnica analitica vital.

La cromatografia de liquidoms de alta resolucién, me
encuentra dividida segin el tipc de empaque gue es

utilizado en la columna,

15 .



Formams de Separacién

Separacién por
tamafic. Cromato=-
grafia de Exclu-
8idén estérica.

. Adsorcién

Fase Reverea

I6n - Par

Mecanismo

Laa moléculas son separadas --
por pesc molecualar, con la --
slucidén de las de mayor tamafio
primero. (Permeacién en Gal).

Separacién de moléculas basa--
dam en la polaridad, con las -
menos polarss eluyendo primero

Separacidn de moléculas basa--
das en una combinacién de pa--
rametros de solubilidad, coe--
ficients de particién y pola-—-
ridad con el componente més ~-
soluble en agua { el mde po--—-
lar}), eluyendo primero.

Ionee contrarios (moléculas --
con una carga opueeta a la de
los iones de interés) se adi--
cionan a la fame mévil para --
formar un par neutro con la --
muestra iénica, la particién -
entre una columna de fase re--
versa y el eluyvente sBigue sl -
cambio de la fase reverea.

Tabla No.1 Formas de separacién utilizadas
en la Cromatogratia de Ligquidos.
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L T~ T - R |

Farmacéutica

Investigacidn y control de calidad.
Clinica

Monitorsoc de férmacos, caracterizacién
enfarmedades, mituaciones de emesrgencia.
Forenss

Pasticidas

Investigacién bioquimica

Alimsntoa y bebidas

Univermidad

Investigacién y técnica.

Polimeros/ Plésticos

de

Tabla No.2 Areas de Aplicacién de la Cromatografia

Ligquidos.
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La cromatografia liquida de alta resolucidén, es una
rama de la Quimica Analitica de desarrollo més
reciente, de crecimiento mép rdpido y potencialmente
extensa. La funecién de la quimica analitica es de
identificar ¥y medir los componentes de una nuestra,
Eato permite el moniteoreo de productos competidores. El
andlisie de farmacoa durante el desarrolle, la
produccidn, control de calidad, monitoreo terapéutico
en pracientes ya eea on sangre u orina, de fArmacos ¢
sus metabolitos entre usos.

A continuacién se definen algunos de los tipos de
cromatografia de 1liguidoa de alta resolucién mas

utilizadosa.

1. CROMATOGRAFTA EN FASE NORMAL

La cromatografia en fase normal se encuentra basada
en la cromatografia de adeorcién, slendo ésta la forma
més antigua de 1la cromatografia de liguidos. La
técnica depende de interacciones especificas del soluto
con la superficie de un adsorbente finamente dividido.
El adsorbente puede ser:

a. Silica-gel.- el mds popular ( Si0 ) X

b. Alimina.- ( A1 0 ) X 2

. 23
c. Carbdn.- raramente utilizado.

18



Mecanismo de la Cromatografia de Adsorcién

Generalmente, s8e entiende que la fass mévil y las
moléculas del soluto estén en competencia por los
eitios activos del admorbente, La  interaccién
adsorbente-soluto es el pardmetro més importante que
gobierna la separacidn por cromatografia de adeorcién.
Aunque el soluto tiene afinidad por la fase mévil, el
compuesto no puede ser fuertemente retenido. Sin
embargo, el eoluto tiene una alta afinidad por la faee
estacionaria, per lo que el compueatoc puede ser
fuertemente ratenido. En otram palabras, al elevar la
polaridad, la interaccién es mayor y ae!l el tiempo de

retencién se alarga.

Limiteciones de la Cromatografia de Adsorcién.
1. Tiempos de regeneracidn de la columna muy largos.
2. La pilica se desactiva al utilizar agua.
a, Ee preciso usar solventes muy wsecos o la
cromatografia no puede ger reproducible.
b. Puede regenerarse la columna por calentamiento
a 110* C.

3. Raetencién irreversible.

19



IT CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL LIGADA

Esta es una técnica similar a la de cromatografia
"en ~ fase normal, en la que u%iliza silica como
adaorbente, 8610 gue en este camo se utilizan silance
gque se encuentran quimicamente ligados a la fase
estacionaria polar.

El mecanismo béeico, de este tipo de cromatografia,
estd basado en la particidn del solutc entre la faee
mévil v la fase estacionaria. Las técnicas de
extracecién son muy similares a las de cromatografia en
fase normal.

Las columnas utilizadas en la crometografia en fase
normal ligado son:

a. Algquilamina. Algunas aplicaciones tipicas pueden

ser la separacidén de monosacéridos.

b. Alguilonitrile. Hay una gran variedad de

aplicacioness, para este tipo de columna, por

ejemple, para la deteccidn de catecolaminas.

III CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA
Se define a la cromatografia en fase reversa, como
un tipo de técnica cromatogréafica de particién:
1. Particién del soluto entre doe Bolventes

inmiecibles, uno que es fiJo (fame estacionaria) vy

20



el otro es la fase movil.

Material de empaque, fame-ligada donde 1la fase
estacionaria estd quimicamente ligada al soporte.
El material de empaque de la fase normal ligada
88 mAs polar que la fape mbvil, mientrms tanto
el empague de la fape reversa ligada e menos

palar que la fase movil.

El material de empaque de la cromatografin en fase

reversa,estd basado en la utilizacién de eilica.

1.

Las propledades quimicae del grupe silicae gel -----
{-8i-0-81) vy silanol (-Si-CH-} pueden Ber
importantes para una ligadura covalente de especles
orghnicses con la superficie de la sllica.
Diferentes tipoe de allanoce son usados en ailica
ligada: el monoclorosilano y el di-orto

trifuncicnal sllano.

Caracteristicag Generales de la Creomatografis en
¥aBa Reverea.

Puede gser utilizada para muestras con un extenso
rango de polaridades y pesos moleculares.

La rapidez general de equilibrio de la columna <on
la fase mdvll, durante métodos deearrollades y

regeneracidn por gradiente.

21



- 3. Generalmente es de umo fécil.

4. Es aplicable para separacidn de compuestos idnicos
o icnizables por manipulacidén y equilibrio guimico
secundario, semejante al control de lonizacién y
ién-par en la fase m6vil acucea.

5, La posibilidad de eapecial selectividad para cada
estructura o forma eatérica por aditivos

especificos ds la fase moévil.
Seleccidn de Solventee para HPLC en Fase Raversa.

La retencidn y selectividad son determinadas por
la combinacidén de interacciones soluto-fase mdovil e
interacciones de eoluto en le fase estacionaria. La
compoalicidén de la fase mévil tiene un importante papel
para determinar la selectividad para una separacién
idénea.

Tal wvez, la forma maa simple de famse mévil, que
emplea la cromatografia de liquidoa en fame reversa,
consiste ean agua y un solvente organico. Los aolvenﬁea
orgénicos mAs comines son metanol, acetonitrilo,
tetrahidrofuranc, dioxano y  otrose. Diferentes
solventes organicoes pueden Ber usados para generar
selectivamente grupoe funcionales especifices.

La forma mas eimple de control de equilibrio
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quimico ee amortiguar el pH de la fame movil. Los

factores gque deben ser conasiderados pare seleccionar

una solucidn reguladora incluyen:

a. Debe ser suficientemente puro, para evitar
contaminacién en la columna y minimizar el ruido
de impurezas.

b. Debe ser muy soluble en la fape movil.

c¢. La compatibilidad de la scluridn con el pistema
de deteccidén empleado es esencial., Trensparencia
éptica abajo de 200 nm, es muy deseable cuando

ae utiliza baja deteccién ultravioleta.

Seleccidén de Columna para HPLC Faee Reversa
La seleccidn de la columna se realiza obteniendo un
alquil apropiadec y esto se hace cambiando la lengitud

de lacadena ¢ , C , C, o6 C.
18 8 8 2

La diferencia en selectividad entre grupos &alquils
de diferente longitud no eetd entendida completamente,
vya gque la relacién entre el contenido de carbdén, la
longitud de la cadena carbonada y las propiedades de
retencién del sclute no son simples.

Con un empaque C , 1la retencién del enlute vy
salectividad hidrofiltga eon grandea. Esta fasme C

13
puede ser més utilizada para cromatografia ién-par,
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porque la matriz fundamental de =ilica estd mejor
protegida para el atagque de la fase mévil conteniendo
aditivoe quimicos. Lae separaciones con columnas C vy
otras cortas son, sin embargo, més rapidas, la
eficiencia de la columna puede ser pricticamente igual
y ademés son aptas para un factor de transferencia de
mapa del eoluto. Para la separacién de moléculas
polares por 1la técnica de f£fase reversa, han sido
sugaridas fames ligadas a cadenas cortas ya que &8s
obtienen picos mée aimétricos compardndolce con les

obtenidoe con fasen liuadqs a cadenas largas.

IV CROMATOGRAFIA DR INTERCAMBIO IONICO

El mecaniemo que sigue éste tipo de cromatografia
sa regume a continuaclén.

Le resina inmévil tilene un grupo funcicnal que fija
la carga idnica lignda a @alla. Este es un contraiém
cambiable cerrado gque preserva la neutralidad de la
carga. La muestrz jdénica puede intercambiarse con el
contraidn, haclendo pareja con la carga £ija, c¢uando
esto sucede, el ién no se mueve hacia abajo de la
columna. A causa de que loe materisles tienen

diferentes afinidades para fijar la carga es posible la
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separacién de mezclas de componentes lénicos,
Existen tree tipos de empaguas para columnas de
intercambio iénico, estos son:
1. Poliestirena -- 10 u ~- poroso.
2. Bilica -- 5 a 10 u -- poroso.

3. Vidrio -- 40 u -- pelicular, poco utilizado.

1. Empaque de Poliestirenc. Este fué desarrollado
originalmente para anéAlisis de aminodcidos. Ea un
empaque eeférico de grandes cadenas cruzadas,
capaz de operaciin a alta presién ein excesiva
compresidén, Se compone de estirenc copolimerizade
y divinilbenceno como una cadena cruzada; se
incrementa la estabilidad de la resina a presiones

altas.

Dependiendo de la carga que ee desee, la
gslectividad de la resine mse modifica. Existen dos
tipos de resina:

a. Resina de intercambio aniénico, son normalmente
sustituidas en la posicién cloruro.
b. Resina de intercambic catiénice, son normalmente

suntituidams en la poeicién del hidrégeno.

2. Empaques de intercambio iénico con =silica como
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baae.

A continuacién se mencionan algunas ventajas de los

goportes de ésta resina.

a.

b.

Diferencia en sBelectividad.

Fuertes estructuralmente.

Pueden usarse con una gran variedad de solventes,
ein desarreglo del empague.

Pueden utilizaree a altas temperaturas.

Las deaventajas son lae siguientes:

Ho pueden utilizarse a pH de 2 a 7.5.

Sus aplicaciones son:

Para determinar N-Bases en partisil-10 SCX.

Para determinar R-Nucle&tidoe en partisil -~ 10 SAX.
Partisil SCX y SAX son empagues de intercambio
lénico con bases de silica de 10 wu. Loes grupos
funcionales aon Acido aulfénico v aminas

cuaternarias respectivamente.
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DETRCTORES PARA HPLC

El propésito de un detector para HPLC es el
monitorear la composlicién del liquido eluido por la
columna cromatografica y propercionar un dato de como
varia la composicién del eluyente, conforme transcurre
el tiempo. EsBtos datos pueden ser prementados en la
carta de un registrador, pueden ser analizados por vuna
estacién de datos o un integrador.

Existen diferentea detectores que pon utillzados
seglin la apllicacién que se necesite. La sigulente es
una lista de algunos de lon detectores mide comines y
utilizados en la cromatografia de liquidos.

Detector Espectrofotométrico ( UN/Vie ).

Detector de Indice de refraccion.

Detector de Fluorescencia.

Detector Electroquimico.

Detector Infrarojo.

Detector de conductividad.

Detector de radio actividad.

En un detector, la reepuesta eléctrica producida es
directamente proporcional a la masa o concentracidn de
loe compenentes qQue pasan a través de &1.

los detectores pueden ser clasificadoa en doe
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tipoa. Detectores de volumen o tamafio, gue funcionan
por medicién de algunea propisdad fisica del eluyente
proveniente de la columna ( por ejemplo, constante
dieléctrica, indice de refraccién, etec.).
Eatos detectorea responden & un gran numero de
sustancias con el mismo orden de sensitividad. También
son llamadoa no eepecificos o detectores universales.

El segundo tipo de detectores son  agquellos
salectivos en sus respuestas. Estos Bon detectores de
propledades del soluto cuya funcién de medicidén en una
propiedad fisica y/0 quimica, que eB caracteristica
solamente del soluto {por ejemplo, absorcién
ultravioleta).

A continuacidén se describen tres de los

detectores més utilizados en HPIC.

DETECTOR DE ABSORCION ULTRAVIOLETA

El detector de abesorcién ultraviolete ez el més
utilizado en HPLC, ya que responde a aquellas
sustancias gue absorven luz viaible o ultraviclsta. E1
mecanismo de trabsjo de este detector se deascribe a
continuacidn.

El rayo de luz es transmitido hacia la celda de

flujo del detector, cuando los solutos pasan a través
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de la celda, disueltos en la faee mdvil, la luz e=
absorbida y de emste modo la intensidad de la luz baja
en la fotocelds, ésta reduccisn produce un cambio en la
salida eléctrica, que puede per amplificaca v
transmitida al registrador o slstema de datos. La
afinidad entre 1la absorcidén de luz, en la celda de
flujo vy la concentracidén del soluto aiguen la ley de
Beer.

Un gran nGmero de compuestos pueden mer destectados
por este medio, se incluyen todae las psustenciss que
tienen una o mAs dobles ligaduraz, ademés ese incluyen
también suatancias que tienen electronea no divididos
(no ligadoe), por ejemplo, todas las clefinas, todoa
los compuestoe arcoméAticos y compuestoe qQue contienen

grupos > =0,>X =8, —~-H=0, ~-N=HK -,

DETECTOR DE FLUORESCENCIA
La deteccién por fluoreecencis provee de una
téenica muy eficaz parsa el anAlisls de trazes, ya que
la mayor ventaja de la fluoreacenclia ee la selectividad
y sensitividad.
La fluorescencia se presenta cuando una malécula
abasorbe energia, pasando a un estedn de excitacién.

Esta energis puede eer liberada cuandc 1l&s molécula
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retorna a un nivel de energia que puede smer el inicial
o unc mayor. Cuando la molécula pasa a un eastado de
mayor energia, con la emieitn de ésta en forma de luz,
la molécula fluoresce. La emisidn de luz es
generalmente de baja energia.

K} detector de fluoreascencia conata de una lampara,
que provee de un haz luminoso des cierta energia, y des
filtroe: el primario para la excitacidn de la molécula
vy el secundario para la emisién de energia; ambos
dotados de diferentes longitudes de onda.

El tipo de compuestos que fluoreacen pueden ser
divididos en dos grandes grupose: aguellos gque poseen
fluorescencia natural y los que necesariamente tienen

que ser derivatizados para que fluorescan.

i. Compuestos con Fluorescencia Hatural
. Generalmente son estructuras ciclleas conjugadas
semejantes a anillos benzénicos.
. La deteccién de fluorescencia puede ser dificil
pues depende del valor de pH, solvente utilizado
y sustitucicnes en la molécula.
2. Compuestos Derivados Fluoreascentes.
Para estos compuestos que no poaeen fluorescencia

natural, frecuentemente pueden ser empleadas
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técnicas de derivatizacién como las que a

continuacidén se mencionan.

a. Cloruro de dansilo: (5-dimetil-amino naftaleno-
l-clorurc sulfonil) para reacciones con aminas
primariae o secundarias, aei comc para fenoles.
Este método emplea una precolumna como agente
derivatizante.

b, Fluorescamina. Reaccliona con aminas primarias,
empleando una poatcolumna como agente
derivatizante. La reaccién es muy rapida.

c. OPA forto-ftalaldehido). Reaccicna con aminas
primarias. Se pueden detectar rangos de
picomoles; 8e utilizs para derivatizar pre vy

postcolumna (25,35).

DETECTOR ELECTROQUIMICO
El detactor electroquimico muestra gran expsctativa
de uac en la cromatografia de liquidosm, sin embarge, me
presentan pocos tipos disponiblee comercialmente, Todoa
dependen de alguna electroactividad del soluto en 1la
fage mévil. Eesta es unas =videncia normal de oxidaczién o
reduccién o la hablliidad de actuar como un conductor de

carga eléctrica. Por estc los eolventes requeridos
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normalmente son sistemas sagua - base, pudiendo
extenderse poateriormente a mezclas agua - alecohol ¥y a

soluclones amortiguadorae fuertes.

Loe detectores electroquimicos son generalmente mée
eimples en disefio y caracteristicas operacionales que
los detectorea oOpticos, puemto gue no requieren de
fuentea de luz, lentee monocrométicos, filtros o
fotodetectoras.

La sensitividad en general es muy buena, cuando hay
estandares presmsentes es capaz de datectar picogramas de
muchas especiee electroactivas. Los niveles de ruido
se elevan por aiéunas fuentes incluyendo electrénlcas,
fluctuaciones en sitios eléctricos comiines,
irregularidades de flujo en la carga de la celda
geométrica, fluctuaciones de temperatura, reacciones
anormales en las superficies de los electrodes ¥y
cambios de flujo; estos factores pueden afectar la
reapuesta electroquimica.

Eatos detectoree 8son considerados selectivos,
puesto que 8blo especies electronegativase pueden
proveer de una respuesta. La selectividad puede ser
frecuentemente variada por alteraciones de voltaje

{para reacciones de oxidacién -~ reduccién). Por
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. 8jemplo, solutoe facilmente oxidablea pueden aer
détectados selectivamente en preasencia de solutoca gque
son mAa dificiles de oxidar, manteniende el potencial
debajo del necesario para la oxldacidén del segundo,
poaro lo suficientemente alto como para la reaccién con

el primaro-(23).

TEORIA DE LA DETECCION ELECTROQUIMICA

REACCIONES DE ELECTROLISIS

La detecclén electroquimica difiere de otros
métodos de deteccién, porque en éste la muestra se
transforma al paso por el detector.

Deapués de que la muestra es separada, en la
columna, ésta pasa por un electrode (conocido como
electrode de trabajo) en la celda analitica. El
alectrodo de trabajo resta cierto potencial con
respecto al potencial del electrolito (medido por el
alectrodo de referencia).

El detector electroquimico aplica un voltaje al
slectrodo de trabajo, de este modo se adiciona energfa
al =simstema. La diferencia de potencial necesaria para
activar la reaccién de electrblimies depende de ésta

energia.
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En la figura No. 3 se muestra una grafica de comoa

ae encuentra distribuida la energia de activacidn.

Nivel de energfa necesa-
& 1{a para ¢l inicio de la
reaccifn.
—~
1 energia de
- distribucidn
o
.y
o
M
o
<]
——————
Antes de .
reaccionar Energia de activacidn

Plgura M2 3 Energla de Activacidn.

En caso de que el potencial del electrodo de
trabajo sea poaitivo, con respecto al potencial del
electrolito, la molécula es despcjada de uno o© méas
electrones (oxidacidn). 5% el potencial es negativo, la

" molécula es reducida {(por ejemplo, el electrodo dona
uno o mis electrones a la molécula).

La energia de distribucidn en una muestra de wuna
sgolucidn tipica, forma una curva de campana, donde
algunas moléculas, con més energia que otras, alcanzan
el nivel de energia necesario para que inicie la

reaccidn.
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En la figura No. 3 se muestra una gréafica de como

se encuentra diestribuida la energia de activacién.

Nivel de energia necesa-
4~ ria para el inicio de la
reaccidn.
~~
3 energfa de
~ distribucidén
o
o
b
g
-]
/7
D —
Antes de .
reaccionar Energla de activacidn

Pigura N? 3 Energfa de Activacidn,

En caso de que el potenciazl del electroda de
trabaje eea poaitivo, con respecto al potencial del
electrolito, la mslécula es daspojada de unc o mae
olectrones (oxidacidén). Si el potencial es negativo, la
molécula ep reducida (por ejemplo, el electrodo dona
uno o mas electronca a la molécula).

La energia dz distribucién en una muestra de una
solucién tipica, iorma una curva de campana, donde
algunae moléculas, con mée energia que otras, alcanzan
el nivel de energia necesario para que inicie 1la

reaccion.
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La corriente producida es proporcional a la
cantidad de ana{ito inyectado en la columna, Eata
scuacién describe la afinidad entre la corriente y 1la
cantidad inyectada.

i=nkFD C

donde: 1 = la corriente producida por la reaccién de
electrélisis.
n = el numero de electrones involucrados en la
reaccién.

F = Constante de Faraday (98,500
coulomba/mol).
K = Conatante de celda.
I = Coeficiente de difumsién del analito.
C = La cantidad del analito inyectado en la
columna,
Una reaccién electroquimica ocurre en tres pasos:
1. Transporte de masa (difusién). El compussto difunde
de la solucién, en la celda, a la superficlie del

electrodo.

2. Electrolia%a. En la superficie del electrodo, los
slectrodos mon removidos (oxidacién) o suplidos
(reduccidn) en el compuesto.

3. Redifusidn. El compuesto electrolizado pasa del
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electrédo a la solucidn.,

La velocidad de emtos paecs (factor limitants)
controla la ruta por la cueml la reaccién toma lugar.
En la figura No. 5 se presentan esquematizados los

pasos de una reaccién electroquimica,

POTENCIALRS DE MITAD — ONDA

El potencial mitad - onda (E;,2 ) es el potencial
al cual la mitad del méximo de la respuesta de la
muestra se pressnta, El valor de potencial de mitad -
onda e8 independiente de la concentracién y la alturs
de la onda es proporcional a la concantracién de los
compuestos de interéas.

Diferentes compuestos rpueden poseer diferenten
potenciales mitad - onda, por ello, pueden ser ,ueadna
para separar e identificar compueatos. Cuandec Bon
analizados dos compuestes con diferentes potenciales
mitad - onda { de menom de 150 a 200 mV de diferencis)
Be puede ajuatar el potencial aplicado para
electrolizar un compuesto ( el Gnico requerimientc ee
el aplicar un bajo potencial) . Los otroas componentes
pasan a través de la celda sin reacciconar.

Generalmente 8se puede eBcojer la colocacidén del
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Paso 3

Paso 1 Paso 2
Difuaifin Electrolisis RedifusiSn
0 d o Bo O0p?7©° g ©0 O
[ ]
[+] 0 00 60 @ o o
0 0o 4,209 o [
o | 538 5 707
o
¢ 9 g o f I . . e
electrodo flujo del
solvante
B

Direccidn de flujlo
© Muestra molecular

@ Muestra electrolizada

Figura HJ 5 Fatados de una Reaccifn Electroquimica.
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menor potencial posible para mantensr el andlisis en
orden Yy con lom vpicos indesesbles fuera del

cromatogréma y mantener una selectividad Sptima.

El detector electroquimico contiene 3 electrodos:
el electrodo de trabajo, el de referencia y el
slectrodo auxiliar.

Cuando el aparato ®e coloca en poelicidn de
encendido, Bo conecta el electrode de trabajo
eléctricamente. El detector mantiene la diferencia de
potencial entre los electrodoas de trabaje vy de
referencisa; esta diferencia es igual al valar
seleccionado, wusando loa indicadores del detector.
Cuando la musatra fluye a través de la c¢elda, el
potencial contenido en el electrodo de trabajo,
electroliza los componentes de interds, esto produce un
aumento para la tranaferencia de electrones. El
electrodo auxiliar permanste Ccomo tierra. Este
electrodo auxiliar estd recublerto con unz solucién de
cloruro de potasio.

La cantidad gque fluye & través del electrodo de
trabajo es convertida a un vzlor de valtaje. Con los
controles adecuadaoa me legra colocaciodn y atenuacidn de

filtros vy amplifica la sefial, entonces ests pasa a el
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registrador o integrador.
En la figura No. 6 aes presenta un esguemsa de como
est& formada la celda analitica y también un diagrama

. aléctrico del detector elesctroquimico (40),.
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Convertidor
Amplificador Voltaje Cancidad-Voltaje

Electrodo de
referencia

Diaftagma
Electrodo ’/' = Flujo del
auxiliar solvente

Figura N6 Celda Analftica. Diagrsma El€ctrico.
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VALIDACION

Por definicidn tenemos que:
. Validacidn esa la determinacién del grado de validez
de un proceso de medicidn.

La validacién de un método analitico se 1lleva a
cabo segun loe finee para los cuales se aplicara éste,
por lo que no hay un formato exacto que nos indique
cualea pgon las pruebas que tienen que desarrollares,
agl comd también no hay un acuerdo general en cuanto a
loa criterios de aceptacidn que se aplicarén para cada
una de lap pruebas necesarias para la validacidn.

En 1la tabla No. 3 ae eequematizan lae pruebas que
es necesario desarrrollar dependiendo de la aplicacién
que Be le dara al método analitico.

Para validar el método analitico utilizado en este
trabajo, 3e tomaron en cuenta los pardmetros que a

continuacion se definen.

1. Linealidad del Sistema.- El grado al cual la curva
de callbracién aralitica se aproxima a una linea
recta, esto es con un coeficiente de correlacidén

mayor o igual a « 99

Linealidad dei Merodo El grade a: cual .na s

'3
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CONTROL INDICADORES DE BIODISH
DE ESTABILIDAD PONIBI1

PARAMETRO CALIDAD BAJAS CONC. ALTAS CONC.|LIDAD
Linearaidad

b 4 + + + +
Precisidn
Linite de
Deteccidn + +
Precisibn
y Exactitud + + + +
Repetibi-
lidad + + + +
Especifici
dad-Inter-~ + + + +
ferencia
Especifici
dad en Ba-
tabilidad + +
Tolerancia
del Sistema + + +

Estabilidad
de la

Muestra

Tabla No.3 Pardmetros Minimos para Validar

Métodos Analfit:cos
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estandar, procesada por el método a validar, se
aproxima a una linea recta, esto es con una
pendiente con un valor aproximado de 1, |una
ordenada al origen aproximadamente igual a 0 y un

coeficlente de correlacitén mayor o igual a 0.99 .

Selectividad.~ Habilidad de un ensayo de distinguir
un farmaco de sus metabolitos, otroe farmacos (en
algunoa casos relevantes) y constituyentes

enddgenos de fluidos biolégicos,

Precisién del Simstema.- Grado de concordancia de
medicionee repetidas de una misma propiedad, en

este caso mediciones a una misma concentracién.

Cantidad Minima Detectable.- El interceptc de las
linea horizontel trazada a dos veces la longitud
del movimientc de la 1linea base (ruldo) Be

considera el limite inferior de deteccidn.

Exactitud y Precieidén del Método.- Concordancia
entre un valor determinado experimentalmente v wun

valor de referencia.

Reproducibilidad.- Precisién del método expresada

como la concordancia entre determinaciones
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10.

realizadas por diferentea analistas y/0 equipo, en
ol mismo y/o diferente laboratorio, en el mismo y/o

diferente dia.

Estabilidad de 1la muestra en plaema.- Verificacién
de .3} la muestra almacenada a2 diferentes
temperaturas presenta algin cambio o
degradacién, tomando en cuents el tiempo deade que
la muestra blolégica es cbtenida hasta el momento

en que 88 procesa para su andlisis,

Eatabilidad de la muestrs procesada.- Verificar si
la mestra procesada esufre algin cambio a
degradacién. Esta prueba se realiza con el fin de
prever algin inconvenisnte como puede ser falta de
energia eléctrica, descompostura del equipo de
analisis o alguna otra causa por la que lss
muestras no puedan ser analizadas Iinmedlatamente.
Con esta prueba apeguramos la estabilidad en el
medic de dimolucién final y dado el casc se dan las

condiciones de almacenaje para las mueptras.

Tolerancia del Sistema.- Establecidos los
parémetros instrumentalee y laa condiciones de

operacién, ame determina, como la variacidén de
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pardmetros determinantes o condiciones de operacidn

afectan al analisis (13,15,17,35).

CRITERIOS DE ACEPTACION

Losa critericos de aceptacién necesarios para la

validacidn de un método son los sigulentes:

' Coeficiente de variacién < 2% .

Desviacién eaténdar < 2X .

Para linealidad del Método: Coeficiente de

correlacidén > 0.99 . Pendlente aproximademente =

1.0 .

Ordenada al origen aproximadamente igual a 0.0 .
Para prueba de " 7 de Student " :

T calculada debe ser menor que la T de tablas.
Para prueba de F:

F calculada debe ser menor que la F de tablas.

Estos criterioeg de aceptacién fueron obtenidcs de
bibliografia, que aunque no se encuentra publicada, es
‘aplicada en la validacién de métodos analiticos por
algunos laboratorios farmacéuticoe de renombre.

El hecho de gue no se haga refersancia a ninguna
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~ bibliografia publicada, se debe & que hay una variedad
de ‘criterios, dependiendo eato de cada autor, por 1lo
Que pse avocé a los documentos utilizados por 1las
laboratorios farmacéuticoe, ya que ee encuentran mas

cerca de nuestra propia realidad.

Otro factor que es importante respaltar es que eptos
criterios de aceptacidn, eson aplicades para formas
farmacéuticas y no para fluides biolégicus, soubre totlo
en loc que ee refiere a coeficiente de variacién, por lo
que gs conpidera que para éste, loe criteriorm de

aceptacién tienen valoree mayores.

También ees importante hacer notar que dependiendo
del tipo de método de andlisis hay varisciones para
estos criterios de aceptacién. En la tabla KRo.4 se
muestran algunce criterios de aceptacién, diferenciando

el tipo de método de analisis utilizado.



Precisifn y Exactitud del M&todo

Prox.de Coeficiente
Criterio recobro de vaciacitn
Soluciones,cipsulas
y tabletas. 98 - 102 & 3y
Suspensiones y
semiablidos. 97 - 103 % 3%
MEtodos HPLC 98 - 102 % 28
Métodos Titrimétricos 99 - 101 % 1
MEtocdon de disolucién 96 - 104 & 3%

Tabla No. 4 Criterios de Aceptacibn en Diferentes
M&todos de Andlisis ( 25 ).
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HONOGRAFIA

ALFA - METILDOPA

Férmula Desarrollada

HO, CH~C -COOH
) i
NH,

RO )

Férmula Condesanda Peso Molecular
H NO 211.21
10 13 4

SINONIMOS

L-3-(3,4~dihidroxifenil)~2-metilalanina; metilidopa; L-
tirosina, 3-hidroxialfa-metil.

CONSTANTES DE DISOCIACICHN
pKa.- 2.2 , 9.2 , 10.86 y 12.0 (a 25°C),

DBSCRIPCION
Polvo fino blanco ¢ blanco amarillento, que puede

contener trozos desmenuzables. Incdoro.

SOLUBILIDAD
Soluble a 20°C, en 100 partes de agua, en 400
partes de alcohol y en menos de una parte de HCL

diluido, casl inseoluble en eter.
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CARACTERISTICAS

Punto de fusién.- aproximadamente 290 °C.

Contenido de agua.- entre 10.0 vy 13X .

Metales pesados.- Menor de 0.00C1% .

Rotacidén especifica.- entre -25° y -28°, calculada en
base anhidra, determinada en una
golucidén conteniendoe 440 mg. en
cada 10 ml., de una solucidén 2:3
de clorurc de aluminic en agua,
previamente tratada con carbdn
activado, filtrada y ajubntada
con solucién al 1X de hidrdaxido
de sodic a pH de 1.5 .

IDENTIFICACION

Han sido reportados diversce métodos de
identificacién en lz literatura, entre los cuales se
encuentran los sigulentes:

A. El espectro dec zbsorcién de infrarojo en una
dispersion de aceite mineral, exhibe maximos
solamente en las mismas longitudec de onda de una
preparacién similar de metildopa eaténdﬁr de

referencia.
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El eapectro de absorcidén ultravioleta de una
solucién 1 en 25,000 en HC1 0.1 H, exhibe un maximoe
y un minimo a las longitudes de onda de una
aclucién similar de metildopa esténdard de
referencia, medida concomitantemente y las
respactivas absortividades calculadas en la bLase
anhidra, de la longitud de onda de maxima abeorcidn
de aproximadamente 280 nm, no debe haber diferencia
de mdas del 3X%. Elcm = 115 en HCl - 0.1 K.
i%

A 10 mg. se adicionan 0.15 ml de una solucidén 1 en
250 de tricetohidridenc hidrato en 4acido sulfurico,
see produce un color pOrpura oscuro en un lapso de 5

a 10 minutos. Al adiclonar 0.15 ml. de sgua, el

color cambia & amarillo casvano 7,28,37,38).

COMPUESTOS ARALOGOS

Alfa - aminodcidos, metildopato (etil ester de la

metildopa), dopa (levodopa: antiparkinsoniano).

tirosina ¥y eminaes biogénicas (dopamina, norepinefrina,

apinefrina, etec.) (33).

ACCION FARMACOLOGICA

Ea el agente de mayor uso para el tratamiento de la

hipertensién arterlal. La metildopa ca&usa una reduccidn
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progreaiva en la presidn sanguinea vy ritmo cardléco,
asiendo el méAximo de 4 a 68 horas y persistiendo el
efecto durante las 24 horas siguientes, después de la
administracién de una désis oral simple. Daspuéa de
una désis intravenosa, los aefectos aparecen de 1 a 2

horas (6,11).

MECANISMO DE ACCIOR

El efecto hipotensor del fé&rmaco probablemente
resulta de la suma de varios mecanismoe. Una de las
accicnes de la metildopa es gque supone ser parcialmente
reaponsable de la actividad vasodepresora en la
inhibicién de la conversién biloquimica de la dopa a
dopamina, de la cual resulta un agotamiento de
norepinefrina neuronal (que es la responsable de 1la
hipertension).
Esto ocurre también por competicién entre la dopa y la
metildopa por la descarhboxilasa, que es8 la enzima
responsable de convertir la dopa a dopamina, siendo
ésta la precursora de la norepinefrina. La falta de
dopamina en las neuronas da como resultado una
deficiencia de ncorepinefrina con la conaecuente

reduccién de presisn sanguinea. En suma la metildopa

52



también se comporta como un falso neurotransmisor, como

se presenta en la figura No. 7 (12).

Loa niveles de metildopa en plasma después de 80
minutos de wuna désis intravenosa de 250 mg. son

aproximadamente de 8 mcg/ml {33).
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a. - Inhibicién de la descarboxilasa.

. . Tirosina Descarboxilasa Oxidasa
Tirosina Dopa Dopamina
hidroxilasa Interferencia de
la metildopa

Norepinefrina

b. Falso Neurotranamisor.

Deacarboxilasa Oxidasa
Metildopa Metildopamina

Metilnorepinefrina

Figura No. 7 Mecanismo de Accibn de la Metildopa (13).
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ABSORCION, METABOLISMO Y EXCRESION

Cuando la metildopa es administrada oralmente,
aproximadamente el 50X es absorbida en el tracto
gaatrointeatinal. Esta aparece rapidamente en la
orina, predominandc el compueato lnalterado. También
son excretados algunoms de sus conjugados y una peqguefia
cantidad de derivados descarboxilados gue ya han sido
identificados. La excreasidn de metlldopa inalterada
sigue doa curvae exponenciales. La primera tiene un
tiempo de vida media de aproximadamente 1.66 horas en
sujstom con funclén renal normal y cuenta por lo menos
el 90X de la déasis administrada. La aegunda fase es
mucho més lenta. En pacientems con severa disminucién en
la funcién renal, aoclo aproximadamente el 50X del
fArmaco ee excretado durante esta primera fape ( 1;”2 =
3.5 horas) y puede ocurrir acumulacién durante la
administracién crénica. Entre ambas fases, la cantidad
total absorbida y la distribucién de metaboliteos en la
orina puede varlar conesiderablemente por diferentes
individualeas y en un mismo paciente de dla a dia.

Estudios farmacolégicos en hombre han sugerido una
conaiderable variacién en absorcién, siendo la base el

recobro urinario. Estudios saocbre metabolimmo con
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i4q
metildopa-C en hombre han indicado Que el conjugado

mono ~ O ~ pulfato ea el producto predominantsa en Jla
biotranaformacién. La variabilidad en abaorcidn ¥
metabolimmo es 1a razdn para un gran intervalo en la
dbaie efectiva.

La media de concentracién plasmiatica de metildopa
libre y su conjugado, después de una administracién
oral de una désip de 750 mg, ¢s de un minimo de ©0.21
mcg/ml ¥y un miximo de 3.81 mcg/ml,, dsapués de una
désls intreavencsa de 250 mg., la concentracién minima
es de 0.3% meg/ml y la concentracidn méxima es de 7T.50
meg/ml.

Despuées de la déeis oral, la méxima concentracién se
alcanza a las 3 horas.

La cinética de metildopa después de una infuasién
intravencea pueds ger representada por un modalo

abierto de dor compartimentoa.

12
compartimentao B compartimento
T
central V X periférico
1 21
K
r 13
metabolismo
-+
excresion
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donde K , K y K , son constantes evaluadas de
12 13
primer orden para el proceso designado y V es el
1
voldmen aparente de distribucién para el coopartimento

central, el cual incluye mangre y plaema.

loas metabolitos remanentes en orina son 3-O-metil-
alfa-metildopa o sus conjugados (4%}, alfa-
metildopamina o sus conjugadoe (2%}, 3-O-metil-alfa~
metildopamina o msus conjugados (0.3%) Y 3,4~
dihidroxifenilacetona o sus conjugados {2,5X).

El total (libre + conjugado) des recobro urinario de
metildopa es de 52 a B2X, dempués de una déaie
intravencsa y de 9 a £7X, después de una ddsis oral

(21).

TOXICIDAD Y PRECAUCIONES

La metildopa, ya sea en su forma oral o parenteral,
causa regularmente asedacién. Después de una désis
simple, este efecto tiene una duracién menor que el
ofecto hipotensor y éete tiende a decrecer con la
medicacidn continua. Sin embargo una lasitud
persistente b'd somnolencia causan dieturbios
particularea en sl ¢trabajo mental. Otros efectos

referidoa al Siatema Nervioamo Central incluyen vértigo,
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liberacién de prolactina con resultado de lactacién,
signos extrapiramidales, pesadillas v depresidn
palquica; el 1dltimo de estos tres efectos es menos
comin con metildopa que con reserpina. Boca Beca ¥y
congestion nasal puseden ser tamblén de origen central.
Varios transtornos gastrointastinales ocurren, aunque
muy ocasionalmente pueden ser severcs. Hipotensién
poatural puede desarrcllarse, perc esto es con
conaiderable menor frecuencia y menos severa que
durante el tratamisnto con guanetidina. Le hipotenalén
por ejercicic es relativamente infrecusnte. La
retencidn de sal y agua con ganancia de peso y edema
puede ocurrir con metildopa, asi como otros farmacos
antihipertensivos.

Lz metildopa causa un nlmero de reacciones que
también pueden tener bases "alérglcaa”. Menozs del 20%
de pacientes con terapia crénica de metildopa,
desarrollan una prueba positiva direota de
antiglobulina [(Coomb“e), aunque la incidencia (Y]
relativa a la désis. En algunos casos 1la pruebe de
antiglobulina es positiva, pero ain significancia
clinica, pero han sido raportados un nimero de casos de
anemia hemofilics, <que desaparece al terminarse la

medicacién con metildopa. La prueba de antiglobulina
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comunmente resulta positiva por muchos meses dsspués de
la Ultima déesis de metildopa. Han =sido reportadae
pruebas positivam de factor reumatoide y lupus como

resultado de la administracion de émte féarmace,

Otrams reacciones adversas incluyen fiebre
medicamentona Y raramente granulocitopenia Yy
trombocitopenia.

La metildopa cruza la placenta, pero no han sido
reportados efectos sdveracs, cuando es utillzada

durante el embarazo {1,11).
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DESARROLILO DEL METODO
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DESARROLLO DEL METODO

El primer paso en el desarrollo del método fué
determinar la longitud de onda, de méxima abeorcidén, de
la metildopa.

Eeta @e obtuvo mediante un barrido en la regién
ultravicleta, del cual me pudo observar, que ésta
longitud es 280 nm, por lo que £sta es }a longitud de
onda indicada para la determinacidn del farmace.

Para el deearrollc del métode cromatogréfico, ee
utilizé como referencia, el articule de Walson v
col.(39), en el cual ee citan las ajiguientes
condiciones:

1. Columna: intercambio catidénico (Aminex A - 6).

2. Fape mdvil: formiato de amonio 0.5 M [(pH = 4.3).

3. Detector: ultravioleta a 280 nm de longitud de
onda.

4. Precipitacién de proteinas con HC10 4 N (0.1

ml/ml de plaema). 4

Dade que no ae contaban con loe requéerimientos
necesarios, 8e hicieron variaciones al método, en la
fase mbHvil, precipitante, columna, etc., lo Unico qu=
se mantuvo conatante fué la longitud de onda, a la cual

ge estuvieron realizando las determinaciones.
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En la tabla No. $ 88 deecriben. en orden
cronolégico, las variaciones que s2e llevaron a cabo vy

lom resultadoms obtenidos.

De la tabla Ko.5 podemos ver que no obstante que se
hicieron diferentes variacionea al método, no se logrd
la rescluclidn, entre la sefial de los componentes del
plasma y la aefial del farmaco, ya que quedaba incluida
o nco Be Beparaba lo euficiente coemo para poder
cuantificarlo. AdemAs no ee obtuvo, por medio de la
extraccién, wmis del 40X del fArmaco recuperado por lo
que éste mAdtodo fué descartado.

En la figura Ho. 8 s®» muestra el método de

extraccion utilizado para la deteccibén ultravioleta.
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Variaciones realizadas al Método por EPLC utilizando Detector
f

p8 de la | Velocidad Tiempo de Extraccidn Reaultados y
Coluwme Pase Movil fase atvil | de Elujo a =~ | Solventa sv;;FJ Cbaervaciones
(wl/min) {win) extractor
u Bandagack Matanol /igun 0.1 md de 8in resolucifn entre
Cl' 60:40 — 1.0 1.80 RI.D4 L] -— — la sefial de¢ loa -
componentes del plassm
y el de la WD. (37).
Metanol Pt fec
. - — —— -
mzm‘ o.02n 5.9 1.0 1.95
&hao
Metanol/suf fer
* L0, 0.0m 6.1 1.0 2.% . ——— ——— -
40160
Aoatanitrilo/mtfer
* 15:7% 6.1 0.6 3.3 - —— — " {34)
. . ey A/t te
oatifnico L il 6.1 0.6 4. . — ee -
Retanol/Butfer TCA Al 6A
. 40:60 6.1 0.6 4.3 meutrati- — — = (27}
zado con
trizma 6%
Matanal/Puffer
. 40160 5.5 0.6 3.90 - ——— T -
Tabla No.5 Ultravicleta, en orden CronolSgico.




Intercasbio Acstonitrilo/ Duffec 6.5 0.6 4.85 BCLO, 4N ————— enven Sin resclucién
catimnico 3
. Acstonitrilo/ Butfer
15 1 65 6.0 0.6 4.9 - —— rennn .
- Acstonitrilo/ Butler
15 : BS 4.5 0.6 4.9 - ——— abuad -
u Rondapack Metancl/ Buffer
Cm ¥y preco~ 0 s 0 6.1 1.0 9,40 - —— —— -
lumna cl.s
u Bondapack Metanal/ Bulfex acl 0N Acctato ——— Sin resolucitn y
Cm 40 : & 6.1 0.6 4.90 [B=2.7 de etilo a2 logrd solo un
20% de cxtraccion,
. Metanal/ Buffer Benaemo + Sin reaslucisn,se
0 ;0 6.1 0.6 4.7 - clonxo ———- logré solo un 0%
de podio de estraccion.
- Motanol/ Agua
0 3 4 -_— 0.6 3.60 Acetonl- Clorofoc, ———— Sa analiza 1a fane
trilo ™ acuosa, o hubo -
resojucion,
. netancl/ Agur
0:70 - 0.6 3.50 - " : b

Gont irmaecion de 1a Tabla No. 5
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Inteccasbi 1/ Agua ICA al 6% .
catisnico 20 : BO 7.0 0.6 3.60 | mneutralizado ——— senre Sin vesolucifén
o trizma 6V
. Aostaonitrilo/ Buffer
15:75 6.1 0.6 4,89 lnlo‘ Y - aken -
. Acetonitrilo/ Buffer
10 : 90 6.1 0.6 4.60 - — aneen -
- Acetonitrilo/ miffer
7.5 1 92.5 6.k 0.6 4.60 . — Ty "
° Acetonitrile/ Butfec
3 9 6.1 0.6 4.50 . — weans .
. Acstonitrilo/ Buffer
15 = 85 8.0 0.6 4.90 - —— resre -
- Acetonitrilo/ sufter
H 7.5 0.6 4.90 - —— -
- Acetonierilo/ Buffox
15 2 85 0.6 4,80 - —— conen -

7.0

Continuacitn de la Tahla Mo. 5
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u Bondapack Hetanol/ Aqua e onaliza la fase
CIB 15 : 85 —— 0.6 4.16 rilo « am= aOUOSR. Ein resolu-
clén.
Metanol/ Mua Bl witodo de ertraccisn se prapmta
15 : 85 — 0.6 3.83 on la figura W) B8, -
Butfer de K 2 FO‘
. . . .
0.05% a5 0.6 4.66 .
- Butfer de lﬂz 0,
- . .
0.05m 2.2 0.6 4.50 .
. Buffer de Kﬂz nud
0.05 N 4.8 0.6 4.0 . . . L]

Continuncién de Lla Tabla No.5
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NOTA:

reann

utilizado en el Mtodo.

——e= No UCilizmc en el MERON.
{ ) Reterencias Bibliogrsficas.
L Alfa-fetildopa.




1ml de plasma + 0.2 ml de HCl0 4 N.
4

El anhranadante + 3 ml de Ace- El precipitado &se
tato de etlilo. desecha.
Fase orgénica Fame acuosa + 4 ml de
se desecha. acetonitrilo.
Sobrensdante + 7 ml de El precipitado se
cloroformo. deeecha.
Fase orgénica Faee acuosa se inyecta
se dessecha. en el cromatégrafo.

Figura No. B Método de extraccién para Deteccién

Ultravioleta.
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Ya gue existian referencias {20) de qus la
metildopa posee fluorescencia natural, se decidiéd
cambiar el tipo de deteccidén de ultravioleta a
fluorescencia, probidndose e] método indicado por XKwan y

col. (21), el cual se pressnta en la figura Ne. 9.

Para eaeste método la alimina se& prepard segin lo

indiecan Anton y Sayre (2).

En la tabla No.8 se detalla, cronolégicamente, las
variaciones que se realizaron utilizando el detector de

filucrescencia y también los resultados obtenidos.

Analizando la tabla No.6 me observa, que a]l método
ne dié los resultados que se esparaban, por lo que Bse
procedidé a probar el método de Laverty (22}, el cual 3ze

muestra en la figura No.10.
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1 ml de plaema + 5 ml de HC1C 0.4 N,

i Agitar y centriéugar
alicuota de 4ml + 100 mg de alimina + 2.5 mg de
metabisulfito de sodio + 1.25 ml de edetato de sodio al

4% . Ajustando a un pH de 9.0 + 0.1 con NaOH 1 N.

-

Agitar y centrifugar, El
sobrenadante se demecha.

La alimina se& lava con 10 ml de agua destilada.

Agitar y centrifugar
La metildopa me eluye con 3 ml de HCl 0.05 N,

Agitar y centrifugar

1 ol de alicuota + 1 wl de edetato dimddico al 4% + 1
ol de solucién amortiguadora de fosfato de potasio 0.5
M. Agitar. Adiclonar 0.4 ml de eoclucién de Iodo.
Mezclar. Adicionsr 0.5m1 de solucidén alcalina de
gulfito. Mezclar por 2 minutos y adicionar 0.6 ml de
&clacético glacial 5 N.

' Bafio de aguz hirviendo por B

minutos.
Fluorémetro & 3256 nm de emlelén y 345 nm de

excitacién,

Figura Ho. 9 Método de Kwan
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Colimna ¥ lon Yelocidad Tiespo de e Extraccitn ¥
gitud de onda Pane MOvil de flujo tenaion de - | Precipitante | Sclvente Alomina Cheervaciones
(mi/min) MD (min) extractor (mg)}
u wiap CIB 1/ Agua l!.‘.l‘ 0. 0ol 0.05m 100 Sin formmcién del ~
325 excitac. 60 : 40 1.0 2.0 ({49 [ o 1§ figura hidrosindol, que es
M5 m omisifn No. 14). ol que fluorescw.
( 17,20},
- Matancl/Agus n:m‘ 0. 500 Se [ormb el hidwo -
60 : 40 1.0 2.16 (1] tindol, peco no ho-
(E1 mhtodo ta en 1a|figura bo resolucitn sntre
M. 16). las acdialem (22).
- Metanol/Mua 60:40 Sin resolucitn en—
+ cloruro de ten—— 1.0 2.2 . - - tre las sellales O
zaloonio al 0.1y las componentes del
plams v 1la W (3,8)
- Metancl/Aqua 60:40 Sin resolucifn. Se
+ bhromro de heza— 1.0 2.20 - - - abtuvo un 508 de ef
decilicimecil amo- traccidn en agua.
nio al 0.018.
. Metanol/Aqua 60:40 tgfx% + ace Acctato de 4+ ™ S5in remolucién. Se
+ bramgxo de hexa- 1.0 2.22 tona etilo cbtuvo un s -
dechltcisetil amo- (K1 mitodo oe en LY tigu- del 500 de extrac—
nic al 0.0lw. ra Mo, 16) cion,
Altex cw e Metanol/Agua 5:95 Sin resolucifn de
+ bromuro de baxa 0.35 4.10 El sftak pe pfeoonta en la figua acflales.
de 7.5 om.de decilteinetil amo Ro.17
longikid nic al G.01N.
. Metanol/Agqua Aetonitrilo Cloroformo Sin resolucitn de -
579 0.25 4.15 4+ ATA al 5% 4 trizen al | ——— scfiales,S5e cbtuvo
pH=S 10h un 758 de axtrac—
{1:0.016) (1:0.016) citn en plasea y
pi=9 9N en agua.

Tabla Neo.6

vartaclones realizadas a) Hétode por UPLC utilizands Detector de Fluorencencia, en ocden

crunolédgico.
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Altes €, o Metanol/ Agua Momtonitrile/ | Cloroformn/ Sin rescluciéin ds ealislen
280nm excitac. S : 95 0.3% 4.10 ATA pA=l trizma —— 85% de extraccifn en —
340 nm ewmiplén pike 7,5 plamn,
* Metanol/Mua/hclide acktico (0,35 4.%8 - " — Sin resclucitn de seflales
S:84: 1
* rotanol/AGua/cide acttico |0.35 4.62 - . —— Sin remolucifin de sellales
5:94: 1 2 axtracciones 90N de extracciln en plas
-
. Motanol /Aqua/Acido scetico |0.35 4.0 . Soetato de — —— | 8in resclucitn de saflales
5:M: 1 atilo
- Metanol/hgua/acido achitioo |0.35 4.7%0 - Aoutato de eti ——— .
S 3194 1 lo. 2 estrac--~
clanes.,
- Metanol/Buffer X070 0.35 4.65 - Cloraforsn + —-— -
Buffer de KC1/BJ trizen
pi 2,2
. Netanol/ nuffer 0.35 4.75 Aostonitrilo Cloraforsa ——— Sin resolucifn ds sellales
0: 70 508 de extraccifn en sgua
- Mtanol/Dutfec 0.35 4.68 - AORTALO OB — -
o : 70 etilo

Continuacisn de 1a tabls No. 6

n.




Altes cm de rotancl/Mua/ac, Modtico 0.35 4.80 Aostondtrilo + Cloroformo —— puema resclucidn entre las
X :63: 1 11,50, O.1M seflaies de los

7.5 cm e lon del plamen v de 1a metil—

gitud. {El aftodn de 10n pe e dopa. 808 de extraccitn en

250 nm eacitac. pents en Ja fimira Wo.11) plaam.

340 nm omisitn.

Continuacion de la tabla No. 6 NOTA:

—=~ Ho utilizado en el mbtodo.
{ ) Refecancias bibliogrAficas.
M Alfa-Metildopa.
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2 ml de muestra + 2.4 ml de solucién amortiguadora

de EHPO + 0.2 ml de I 2
2 4 :

agitacion por 5 minutos.

Se adiciona 1.0 ml de solucidén alealina de aulfito.

l agitacién por 5 minutos.
Se adiciona 0.6 ml de Acldo acético 5 N

Baflo por 30 minutos a
100 °C.

' Fiuorémetro. Excitacién a 280 nm ¥y 340 nm de emisidn

Figura No.10 Método de Laverty
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1 ml de muestra + 2 ml de acetonitrilo

4+ 2.5 ml de cloroformo + 2.5 ml de acetato de etilo

Agitar. Centrifugar.

Fame acuosa se analiza Fase orgénica se

en el cromatégrafo. depecha.

Figura No. 11 Método de extraccién con acetonitrilo

y cloroformo

Analizando la tabla No. 8 podemos cbservar que la
extraccién méxima fué del B0X, obteniendo resmoluciédn,
entre la gefial de los componentes del plasma y la sefial

del farmaco.

Una desventaja en el uso de éate método es que
tiene una menpnibilidad muy baja, va que la
concentracién minima detectable fué de 1 meg/ml, siendo
amto una gran desventaja para los fines a gque enté
destinado el método, ya que para el monitoreo del
fdrmaco se regquiere que pusda ser detectado, cuando
menos 0.2 mcg/ml (21,36), por lo que eate método no

funciona para el objetivo, para el cual fué diasefado.
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Dados 1los resultados obtenidos por el método de
fluorescencia, me decidié$ probar otro método, para ver
B8l con é1 me podian mejorar los resultados, por lo que
me asustituyd el detector de fluorescencia por un
detector electroquimico, ya gue se contaban con algunas
referenciam en donde gse reportaba el umo de este
detector (5,9,10,16,19,29).

El primer paso para el desarrollo ds eate método
fué definir el potencial en gque la metildopa
proporcionaba la mayor respuesta. Esto ese realizé
haciendo pruebas a diferentes potenclales, obteniéndose
la mayor respuseta a 750 mVolte, lo que noes indica que
la determinacién de la metildopa pusde realizarse a
este potencial.

El mdtodo que se siguié contabe con las eigulantes

caracteristican cromztogréficas:

Columna : C 18 uBondapeck

Fase mévil: fcetato de sodic 50 mif.
Acido citrico 20 mM.
Acido octanpulfénico Z mi.
EDTA 0.1 mM.

er. agua: metanol (86 : 4) ajustades a
un pH = 3.5 con &cido acético (40).

El método de extraccién se presenta en la figura No.12.
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1 mi de musstra + 75 mg. de alumina + 0.5 ml de buffer
de fomfatoa 0,1 M a un pH = B.8 - 9,0. Agitacién por
10 minutos en Vortex.
centrifugacién a 2500 rpm
por 10 minutos
El eobrante se desecha., La alumina se lava con § ml de
agua deionizada. 3 minutos de agitacidn en Vortex
centrifugacién a 2500 rpm
por 10 minutos
El ecbrenadante se demecha. La elucién ee realiza con
400 mcl de fase mévil. Agitacidén por 10 minutos en
Vortex.
cantrifugacién & 2500 prpa
por 10 minutoe

El sobrenadante se inyecte en el cromatdgrafo.

Figura No. 12 Hétodo de extraccisn para deteccién

eloctroquimica.

La altmina es activada por calentamlento a 120 °C,
por 4 horeas.

La aplicacién del método tal cusl, nes. did un
porcentaje de recuperacién de no més del 20%, por le
que ne preocedid s realizar variacioneu. una de las

cuales fué en la cantidad de alimina utilizada.
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Se determiné la cantidad de alimina que ee debe
adicionar para obtener el mayor porcentaje de
extraccién. Esta prueba se realizd probando diferentes
cantidades de aliimina obteniendo de cada una de ellas
el  porcentaje de extraccién dei  farmaco. Los

resultados obteanidos son los gque me mencionan en 1a

‘tabla No. 7
mg de aliimina %X de extraccién
100 20
150 25
200 28
280 33
300 35
350 a7
400 38
450 38
500 33
750 ar
1000 a8

Tabla No. 7 Variaciones en la cantidad de aldmina
utilizada en el método por deteccidn

alectroquimica.
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Como se puede observar, la cantidad de aldamina

6ptima fué de 500 mg.

La aplicacién del método, ya con la variacién en la
cantidad de allmina utilizada, nos dié un 50X de
extraceldn del fArmeco en agua, por le que .12
realizarcn variaciones, iase cuales se muestran en la

tabla No.B siguiendo un orden cronolégico.

Analizando la tabla No.8, podemoas obmervar que el
porciento de extraccidén, no fué mayor del 65%, lo que
nos Lindica, que el método utilizando alumina, no es el
idéneo para la cuantificacién del férmaco.

Es importante hacer resaltar, que on éste wmétodo,
no aparecid al preblema de ls resoluclién entre la sefial
de los componentes del plasma y la mefial de)l férmaco,
en sste caso el problema ss presentd en la elucisén del

firmaco que se encontraba adsorbido en la altmina.

Al cbeervar los resultedos obtenidos, se decidis
capbiar el método, utilizando entonces el indicado peor

Ong ¥ col. (30), el cual ae describe en la figura No.13d.

No Bme contaba con la centrifuga con control de
temperatura, pero se traté de reproducir el método,

dédndonoa como resultado el 70X de axtraccién y una
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Buffer ds adworeisn altuine ffer A» elucitn Ramiltados y

(500 mg ) Cteervaciones
Fosfatos 0.1 neth‘hmmm Pase atwil pi= 3.5 Sa abtyve el 508 de artraccion
& un pii= 8.9 4hwe. 61007 C. o prutbe en agus.

Glicina a un pB=10:6
utilizado 1.5 mi,

Pase miwil & un pit= J.5
con 2 sluciomes.

550 de aatraccifn en pnwbs en
frushe an agua.

Fase aOvil & wn pbs 2.2
oa

Sa obtuvo un 208 de extrecciin

que e igml al on - agus.
1a WD.
- . -:m‘ 1n 40% extraccitn en agua.
{ia)
- . Clicim/ucl Se cbtuvo un 68 de i
=30
- - BC10 , In 508 dr extzaccifn on plasma.
(lml)
- lchhn\‘uTa.‘ - 228 & axtraocifn en agua.
2
Tabla Wo. 8 Variscionss reslizades a4l MtaD por EPLC utilisesdo Klactroguision y b n orden cronoldgico.
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Clicina a v 10,6

altmine dcidn a v gi= O -:n‘m 198 de extraccitn en agua.

h alfsint icide & v pi=3.0 . 218 de entzaccifin an Agus.

- i por opl . 408 As extxaccifin en agua.

4 e, -u?c.

- - zm.m 3% de extraccifin en apus.
(L.2m)

- . m.ll AN de extraccitn en agus.
(1.4 m)

- L] -:m‘]' 200 de axtracciln en &Job.
(L.6ml)

- . -:m‘m 2R de extraccin en agua.
(1.8 ml})

. - %10, 1IN 208 de exteaociin en ague.
(2.0m)

Continuacion de la Tehla Wo.8




resolucién no muy buena, por lo que ase hiciercn
variaciones al método, con el fin de optimizarlo, estas
variaciones se presentan en la tabla No.9, siguiendo un

orden cronoléglco.



100 mcl de plassa o sangre entera +
200 mel de HC104 1 M. Agitar por 30
segundos en vortex. Colocar en bafic

de hielo de 5 a 10 minutos,

centrifugacién por 20
minutos a 2000 rpm a
4 °C.

El scbrenadante se inyecta. Las musstras se -
guardan en hislo hasts la inyeccidn que debe
ser dentro de los 30 minutos, después de que
| se adicioné el HClO4.

Pigura No.13 Método de Ong y col.



Pase MOvil Yelocidad de Tiespo de agi=- Precipitante Timpo de retencitn Reoultados y choecva~~-
flujo (el/min) tacifn (rin) de MO (min) clonea
Acet.de Sadio 50 0.6 0.5 II:IO‘ in 9.0 Baja resolucion: 708 de
Ac.citrico 20 s ( 2w} extraccisn.
EDTAS 0.01 mM. Ac.
octanesulfnico 2aM
Hetanol al #3.
Ac.octanoul finico . 1.0 . 9.0 Baja resclucién. 908
7.5 sM y Matanol al de veaperacitn.
2. #in variar lon
demis componentes.
Ac.octansul fénico d - . 9.42 Baja resolucitn. 951
7.5 Mt y metanal al de recyperacitn.
18,
Ac.octansul f&nico o - - 10.08 Baja resolucitn. 954
6.5 s y metancl al de recupsracitn.
",
Ac. octansulfdnico b - . 10.50 Baja resolucién. 963

12.5 sM y wotanol
al 0.9%.

de recupsracifin.

Tabla No. 9 Variaciones reslizadas al Método de Ong (30), en orden cxonolfgico.
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Ac.octarusl f8nico 0.6 1.0 - ucm‘ LY . 6,83 Sin repolucin. 80N de recuperacitn
20 wH, metanol al -

0.5%.

Ac.octansulif6nico - - ATA 2l 6% 1 md + 10.50 51in resclucitn. 70% de recuperacién
12.5 wM, metanol al 0.25 pl de toiz-

0.5, - al 208.

Ac.actansulf&nico " - HC10, 0.3 M 10.80 Buena resolucién.

12.5 uM, metanol al 28% de recupecacidn.

0.5%,

Ac.docansul [Snico 1.00 1.0 Hcio, 0.3 n 12.60 Excelente cesolucién.

12.% am, metanol al 1008 de recupecacion.

Q.58

Continuacién deo la Tabla No.

9
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Se rsalizaron pruebas para ver como afactaban 1loa
factoras de temperatura y tiempo. Loes resultades se

musatran en la tabla No,10.

Deapuéas de haber realizadeo las modificacionaa
indicadas en la tabla No.10, me obtuve el método Sptimo
para la cuantificacién de alfa-metildopa en plasma, el

cual se describe en la figura No.14.

as -



Bafic de hislo

Tiempo de agitacién (minutbs)
0.5 1.0 3.0
2.6x 3.7* 3.6«
Temperatura

Temperatura Ambiente

3.5% 3.7
Variacién de tiempo al inyectar
Inyeccién inmediata Inyeccién deepuéns de 2 hrsf
3.6« A.7x

% Dator de altura de la sefial, en centimetroa, de wun

estandard de 2 mcg/ml de alfa-metildepa.

Tabla No. 10 Modificaciones al Método de Ong. (30)




i ml de plesma + 2 ml de HC1O0 0.33 H.
4

Agitacién por 1 minutc en vortex.

Centrifugacién a 2500 rpm

por 20 minutos.

K]l mobrenadante se inyecta en sl cromatdgrafo.

La fase mévil, con la cual 8e obtuvieron los

reaultados éptimos, conata de:

Acetato de sodio trihidrate 50 mM.

Acldo citrico monohidrato  20mM.
Etilendiamino tetraacetato disédico ©.01 mM.
Acido decansulfénico 12.5 mM.

Metanol HPLC al 0.5%

Todo esto en agus destilada y deionizada,
ajustandc el pH a 3.5 con dcido acétlco

glacial.

Rigura No. 14 Método Desarrcllado
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CAPITULO I¥

VALIDACION DEI, KETODO



PARTE BXPERIMENTAL

EQUIFO

Cromatégrafo de liquidos:

Bomba Waters Hodelo M - 45

Inyector UBK Waters.

Detector Electroquimico 460 Waters.

Columna CiB8 uBondapack de Waters.

Registrador BBC Goerz Metrawatt.

Centrifuga Mod. IEC HN-S5I1 DAMON/IEC DIVIGICHN.
Vortex SYBRON Thermolyne.

Balanza asnalitica METTLER H54AR.

Micropipeta automatica de 200 a 1000 mel
Beckman.

Microjeringa de 25 mcl de Scientific Glaes
Engineering PTY. LTD.

Potencidmetro modelc 7 de CORNING.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Velocidad de flujo.—- 1.0 ml/min.
Volimen de inycecibdn.- 25 mel.
Detector electrogquimico.- Potencial de 750 mV.

Rango.- SnA.
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Registrador,- Atenuaclién

Modo exidative.
Electrododo de

trabajo.- carbdn.

Electrodn L L
referencia.- Ag - AH.
Electrodo auxiliar.-

KCL.

20 mV,

Velocidad de carta.- 0.5 cm/min,

REACTIVOS

Acetato de Bodic trihidratado R.A. Baker

Acido citrico monohidratado R.A. Baker

Etilendiamino tetraacetato disédico (EDTA) R.A.

Técnica Quimics,S.A.
Acido decansulfénico R.A.
Metanol HPLC Aldrich,S.A.

Acido acético glacial R.A.

Sigma,5.A.

Técnica Quimics,S.A.

Acido perclérico R.A. Baker

PRRPARACION DE SOLUCIORES

FASE MOVIL

Pesar:



6.80 g. de acetato de sodio trihidrato.
4,20 g. de &cido citrico monohidratado.
0.038 g. de EDTA.

3.05 g. de Acide decansulfénico.

Transferir sstos reactivos, a un matraz aforado de
1000 ml, que contenga aproximadamente 200 ml de agua
deetilada y delonizada, disolver, adicionar 5 ml de
metanol y aforar con agua destilada y delonizada.
Ajustar el pH a un valor de 3.5 con Acido acético
glaclial.

Las concentraciones de 1loa reactivos antes
mencionados son de 50, 20, 0.01 y 12,6 mM
respectivamente. La cantldad de metanol adicionada em
de 0.5% . Filtrar s travée de membrana Millipore de
0.45 micras vy degaelificar.

SOLUCION DE HClO4

Tomar 14.3 ml de HClO , transferir & un matraz
4

aforadeo de 500 ml, aforar con agua destilada ¥
deionizada. la concentracidn final del Acide perclérico

es de 0.33 N.

5. PREPARACION DE CURVA ESTANDARD
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Para el desarrollo de este trabajo mse utilizé un
estandard secundario proporcionado por los Laboratorice
Merck Sharp and Dohme de México, cuye certificado ne

anexa en el apéndice mimero 1.

Pesar exactamente alrededor de 10 mg de alfa-
metildopa estandard de referencia, tranaferir a un
matraz aforado de 10 ml, aforar con 4gua deionizada

(concentracién = 1 mg/ml).

Tomar una alicuota de ! ml, transferir a un matraz
aforado de 10 ml, aforar con agua deionizada

{concentracién = 100 mcg/ml).

Tomar una alicuota de 1 ml, transferir a un matraz
aforado de 10 ml, aforar con plasma {concentracién = 10

meg/ml). Eeta es la eBolucién 4.

Tomar una alicucta de 4 ml de la solucién A,
transferir a un matraz aforado de 5 ml, aforar con

plasma (concentracidn = 8 mcg/ml).

Tomar una alicuota de 2 ml de la sBolucién A&,
transferir a un matraz aforado de & ml, aforar con

plaema (concentracién = 4 meg/ml).
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Tomar wuna alicuota de 1 ml de la solucién A,
transferir a un matraz aforadc de 5 ml, aforar con

plaema (concentracién = 2 meg/ml).

Tomar una alicuota de 0.5 ml de la solucién A,
transferir a un matraz aforado de 5 ml, aforar con

plamma (concentracién = 1 mecg/ml).

Tomar wuna alicuots de 0.25 ml de la eolucidén A,
transferir a un matraz aforado de 5 ml, aforar con

plasme (concentracién = 0.5 meg/ml). -

Los estandares plasmiticos se procesan de la manera

que a cohtinuacidén se indica.

6. PROCESAMIENTO DE MURSTRAS

Tomar 1 ml de la muestra plasmAtica, adicionar 2 ml
de HCl0 0.33 H, agitar en vortex durante 1 minuto,
centrifu;ur a 2500 rpm durante 20 minutoa. Inyectar el
sobrenadante an el cromatégrafo, siguiendo las

condiciones antes mencionadas.
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PROCEDIMIENTO DE VALIDACICH

Para definir las concentracionea que pe utilizarian
para la determinacidén del férmaco, se tomaron en cuenta
los articulose gue reportan 1ls farmacocinética de
metildopa y contando con estos datos se definieron las
concentraciones a utilizar, siendo la méxima de B8

meg/ml ¥y la minima de 0.5 mecg/ml (5,21,38).

También ep lmportante hacer notar que no se utilizé
estandard interno, sino que la validacidén se llevd =

cabo utilizando estandard externo.

En base a lam definicicnes sobre validacién, dadas
en 8l capitulo de generalidades, se procede a
demarrollar cada una de las pruebas descritas. A
continuacién ae detalla el procedimiento de cada una de

. estas pruebas.

1. Linealidad dal Sistema.- Se prepara por
duplicado, una curva eatandard dal farmaco,
utilizando como medio de disolucidén HCIC

4
cincy niveles de concentracidn 8, 4, 2, 1 y G.5

y &

mcg/ml. Se verifica la linealidad mediante la

determinacién del coeficiente de correlacién.
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Linealidad de} Método.- Se prepara por

quintuplicado, una curva estandard del fdrmaco en
plasma, Be pProcena siguiendo el método
deparrcllade. Se verifica la linealidad mediante
el oélculo del coeficiente de corrslacién, la
ordenana al origen y la pendiente de 1la curva

resultante.

Selectividad.- Se comprueba utilizando dos plasmes
diferentes, teniendo de cada uno de elloa un
blanco de plasma y un plesmsa adicionado con el
farmaco; se verifica la ausencia de picos y el

tiempo de retencidn del alfa-metildopa.

Precislién del Sietema.- Se preparan 7 estandares
al 100X de 1la concentracién media esperads,
{4 mcg/ml). Se evalia 1ia precisién del gistema

mediante ol cédleulo del coeficlente de variacién.

Cantidad Minima Detesctable.- Se preparan
estandares, en concentraciones de
8,4,2,1,0.5,0.25,0.12,0.08 meg/ml, utilizando

HC10 , se dotermina ol valor minimo encentrade.
4

Exactitud y 7Pricilsién del Métedo.- Se rpreparan

cinco curvas extandard en plasma, en las misnaa
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concentraciones mencionadas en linealidad, se
aplica el método y se determina la exactitud
mediante el eatadigrafo “T de Student” ¥y la
precisién mediante el coeflciente de variacidn

entimada en cada nivel de concentracién.

Reproducibilidad.~ Dos quimicoa, en dos dias

diferentes prsasparan Yy analizan eatandares en
plasma al 100X de la concentracién esperada; (4
meg/ml) evaluande los resultados mediante el

anilisis de varianza.

Estabilidad de la Muestra en Plasma.~ Se prepars
una soluclién sstandard en plaswa, al 100X de 1la
concentracibén esperada (4 mcg/ml); easta esolucidn
pe divide en alicuctas de 1 ml y se almacenan a
Temparatura Ambiente (20 °C), refrigsracién

{4 *C) y congelacién (-10 °C); posteriormente =me

procesan y enelizan, epto a diferentes tiempos,

Entsbilidad de la Muestra Procesada.~ Se prepara
una soluclén estandard en plasma, &)l 100X de la
concentracién eaperada, ss le adiciona ol agente
pracipitante {(HC1O j y se centrifuga. Se sapara

el sobrenadante y se almacens a diferentes
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10.

temperaturas, refrigeracién (4 *C) y congelacidn
(-10 *C), para posteriormente ser analizadas a di

farentes tiempos.

Tolerancia del Sistema.~ En este caso se varia el
valor de pH de la fase mévil, para verificar como
afecta a la deteccién del férmaco. Esta
verificacién ee hace mediante la determinaclén de
la reeolucién y el tiempo de retencion del
farmaco, Se tomd como parémetro determinante el
pH de la fase mévil, pues gpe observd que a
variaciones de éste habia cambio en el tiempo de
retencidn del alfa-metildopa, teniendo como

consecuencia variacién en la resolucldn.
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CAPITULO V¥

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
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RESULTADOS

Se presentan a continuacién los resultados
obtenidos en las prusbas rsalizadaa para la validacidn
del métode analitico para cuantificar alfa-metildopa en

plasma.
1. LINRALIDAD DRI SISTEMA

Se utilizd una curva esténdar cuyas concentracionesa
fueron de 8, 4, 2, 1 v 0.5 mcg/ml, la curva se realizd
por duplicado. Para este casmo la metildopa se
encuentra en HC104.

En la tabla No.ll se concentran loe resultados

obtenidos para esta prueba.

En la figura No.15 se obeerva la grdfica de
linealidad del sistema, en la cual es nota la respusata
lineal que existe entre los microgramos adicionados
(concentracién) y la respuesta obtenida (altura del

pico).
2. LINEALIDAD DEI, METODO

Se utilizaron cinco curvas eatindar en plasma, con

las mismas concer-racionss utllizadas cuando Bse
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cuantificd 1la linealidad del mistema, 8¢ procesaron
segin el método y ae cuantificarcn,

En la tabla No.12 se concentran loas resultados
obtenidos para assta prueba.

En la figura No.1l6 me cbserva la gréfica de
lineslidad del método, con la cual podemos observar la
respuesta lineal existente entre los microgramos

adicionados y los microgramoe recuperadoe.

El cdlculc de la pendiente, crdenada al corigen y el
coeficiente de correlacién, ae realizé mediante el
método de regreeién por minimos cuadrados;: para ello se
utilizaron las siguientes férmulas:

n( Sxy ) - ( Sx ) ( Sy )
Pendiente {m) MNZ —w—~m— === m e

2 2
n{ Sx ) -~ { 8x )}

Ordenada al crigen
( Sy ) -m ( 8x )

{b) b = e )
n
Coeficiente da n{ Sxy ) ~ ( Sx ) ( Sy )
correlacidn "r” PT mmem e e m e —————— e ——————————

2 2 2 2172
[(n(Bx ) - (Sx)] ([n(3y ) - (S¥)]
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donde: Sxy Suma de los productos de x por vy.

Sx = Suma de los valores de x.
Sy = Suma de los valores de y.
n = Nimero de pares ordenados.

Por los datos cbtenidos de pendiente, coeficiente
de correlacién y ordenada al origen, podemos observar
que la resapussta se relacicna linealmente con la
concentracién del est&ndar adiclonade, tanto para 1la
linealidad del sietema, comoc para la linealidad del
método. Ademds se observa que el coeficiente de
variacién es menor del 2X, 1o cual se encuentra dentro
de los criterios de aceptacién espacificadom

anteriormente.
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Reapuenta

Concentracién Altura X de recuperaclén
({ mcg/ml ) (om)
0.56115 0.9 102.34
0.5115 0.8 100.34
1.023 1.7 101.85
1.023 1.8 98.22
2.046 3.2 89.63
2.048 3.0 98.80
4.082 6.5 101.78
4,082 8.3 99.34
B6.184 12.5 98.88
8.184 13.0 102.09
; = 100.35
Tabla No. 11 Linealidad del Sistema.
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Respuesta

12

10

b = 0.1044
u = 1.3719
r = 0.9998

Figurs NP 15 Linealidad del Sistesa
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0.5 1.0 2.0 4.0 8.0

MOG ADIC. HOG RHC. NCG ADIC. | MOG REC. MOG ADIC. | MOG RHC. M0G ADIC. MOG REC. MOG ADIC. MCG REC.

0.5303 0.5167 1.0610 1.0467 2.1220 2.1737 4.2440 4.2959 B.488 8.8495

0.5115 0.5286 1.0230 1.0625 2.0460 2.131 4.0920 3.9823 8.184 7.9581

0.5355 0.5498 1.0710 1.0545 2.1420 2.1696 4.2840 4.2921 8.568 8.68%

0.5160 0.5304 1.0320 1.0632 2.0640 2.1378 4.1280 4.3183 8.256 8.4500

0.5070 0.5237 1.0140 1.0498 2.0280 1.9722 4.0560 4.0925 8.112 7.9027
X 0.5200 0.5298 1.0402 1.0553 2.0804 2.1173 4.1608 4.2162 8.326 8.3701

Tabla No. 12 Linealidad del Método
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wcg recuperados

Figura N! 16

Linealidad del Mitodo ( promedios)

105

b = 0.01474
m = 1.00571
r = 0.99916
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3. SELECTIVIDAD

Se analizarcn dos plasmas distintos, obteniendo de
cada uno de elleas, un blanco de plasma y un plasma
adlicionado con el esténdar de referencia.

Se utilizdé un esténdar de alfa-metildopa, & wuna

concentracién de 2 mcg/ml. Loe plagmap utilizados
fueron:
Plaema A.- Plasma envejecido (después de dos afioce de

obtenciétn).

Plasma B.- Plasma recién obtenido.

Dado que el plasma recién cbtenidc podia tener la
presencia de aminas esndégenae, que pudieran interferir
con el métode, se decidié probar eete, utilizando un
plasma reciente y un plasma envejecido, ya que en el
pegundo no se encuentran dichas aminae.

En la figura No. 17 se pueden observar los
cromatogremas obtenidos para esta prueba, en donde ee
puede observar que, a pesar de los distintos tipos de
plasma, no hay 1interferencia alguna entre los
componentes del plasma y la metildopa, ya que no hay
ninguna sefial que aparezca al tiempo de retencidn del

fArmaco.

Para confirmar la selectividad del métedo, con
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Figura N7 17 (a) blanco de plaswa recién obtenide. (b) plasma recién obtenido sdicionado com 2 wcg/ul de
alfa-msetildopa. (c) estandar de 2 mcg/ml de zlfa-werildopa. (d) blanco de plaswa envejeci-
do. (e) plasma envejecido adicionado con 2 meg/ml de alfa~metildopa.
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respecto a catecolaminas endogenas,  Be utilizaron
muestras de un voluntario sano, antes y despuée de una

déeis oral de 500 mg. del farmaco.

En 1la figura No. 18 8se pueden ohservar loa
cromatogramas obtenidos para esta prueba, en donde ae
puede notar la ausencia de interferencias que pudieran
presentar las catecolaminae enddgenas, cun lo que as

prueba la selectividad del método,

No fue posible cuantificar lez metubolitos del
fédrmaco, ya que ne se disponia de ellous, perc se tiene
en la literatura que después de una déele woral,
aproximadamente el 30X presente en plasma es 3-0-
sulfato de metildopa (39). Del BO - S0% de la désis ame
excreta en orina en 48 horas, como metildopa inalterada
(24%), 3-0-sulfato de metildoepa (40 - B&5%;, 3-0-
metilmetildopa (4%) y fracciones de alfa-metildopamina
¥ alfa-metilnoradrenalina (10%)} (39,40;. Podemos
deducir, mediante la eastructura quimica y los pesos
moleculares de estos metabolitos, que tienan una
polaridad diferente a la del firmaco, por lo cual no
caugarian interferencia con la determinacién, ademae de

que eximste bibliografia que apoya easte criterio (4).
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Figura N7 18 Hueatrzs de un voluntario sano

(a) antes de la administreelfn de alfa-metildopa.
{b) después de 3 hra., de una dbsis oral de 500 ug. de alfa-metildopa.
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Se encontrd en la bibliografis reportes de eatudios
anteriorea, en qQque no se presentan interferencias con

algunoa férmacos, entre lecm que podemos menclonar:

propanolol, hidroclorotiazida, clorotiazida,
adrenalina, cafelina, dihidroxibenzilamina,
normetanefrina, dopamina, dsoxiepinefrina, L-dopa,

tirosina, metanefrina, 3-0O-metildopamina, acetaminofen,
hidrazina, guanetidina, reserpina, clortalidona,
clorpropamida, acetohsxamida, clorpromazina, diazepam e
indometacina.

Dados estos reportea podemos pensar qQue no HBe
presente ninguna interferencia con la determinacién de
metildopa. Con respecto a las catecolaminas endbégenas,
la noradrenalina puede interferir con la metlldopa,
pero me debs tomar en cuenta que, las concentraciones
plasmaticas de esta amina son entre 0.1 y ©.3 ng/ml.
vor lo qQue 8e considera qQue esto no interferiria al
emplear el método para cuantificar al fdrmaco (3, 4,

25, 28, 32).
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4. PRECISION DRL: SISTEMA

La precisién me determind con el andlismis de 7
esténderes, encontréndoss estom en HC1l04. Los

resultados se presentan en la tabla No.13.

No.Esténdar| mcg adicio- mcg recupe-— X recupe-~
nados rados eién
1 4.0 3.9968 99.92
2 4.0 4.1000 102.50
3 4.0 3.99¢€8 99.92
4 4.0 4,0532 101.33
5 4.0 4,1000 102.50
6 4.0 4.12e8 103.12
7 4.0 4.0632 101.33
; = 101.52
DE = 1.28
X C.V.= 1.26

-Tabla No.13 Precimién dal Sistema

Con loe resultados cbtenidos observamos que el
coeficiente de variacién em menor del 2%, por lo Que la
precisién del sistema me encuentra dentro del criterio

de aceptacitén establecido.

111



5. CONCENTRACION MINIMA DETECTABLE

La concentracién minima detectable se determiné con
la preparacién de una curva esténdar en HClO4, con
valores de concentracién 8,4,2,1.,0,5, 0.12, 0.08
mcg/ml., obteniendose los resultades qQue =2 presentan

an la tabla No. 14.

La concentracién minima detectables as de 0,125
mcg/ml, ya Que la concentracidén de 0.0625 meg/ml, queda
de la misma magnitud del ruido y ya no em2 un valor
aceptado, pues el criterio de aceptacién para este
parfmetroc es Que la respuesta sea 2 veces la magnitud
del ruide.

En la figura No. 19 se presenta la gréfica des esta

curva.

B. EXACTITUD Y PRECISION DEL METODC

Estos parédmetros fueron determinados mediante la
elaboracién de 5 curvas estidndar en plasma. Los

resultados obtenidos me presentan en la tabla No.15.

Para los célculos presentados en la tabla No.15 &ae

utilizarcn las aiguientes férmulas:
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Concentracisn . Altura
( meg/ml) ' (em)
- 8.000 e
4.000 56
2.000 S 20
1.000 N s
0. 500 b T o
0.250 0.45
0.125 ' 0.30
0.062 e.15

Altura de ruido = 0.15 cm.

Tabla NI 14 Concentracifn Minima Detectable
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Figura N} 19

CONCENTRACION ( wcg/ml )

Concentracifn Minima Detectable.
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- 1/2

{y-100) ( n)

"T" calculada = _—
S

- s
Intervalo de confianza =y + ( T )
- (n-1,0.975) 1/2

deonde: S desviacién esténdar.

]

n = nimero de muestras.

Como se puede observar en la tabla No.15, vemos que
para exactitud, los valorea de “T" calculada, son
menores a loa de "I de tablas, por lo que 8s puede
decir que, las variacicnes en la exactitud del método
no son significativas, sino debidas unicamente a
variacionea en la manipulacidn que ae realiza durante

gl procesamiente de las muestras.

Para la precisién del siptema tensmos que, a pesar
de que el coeficiente de variacién es mayor del 2%,
ééta no aale de los limites del criterio de aceptacién,
ya que se trata de un fluido bioisgico, por lo que
podemos deducir qus tenemos un método de cuantificacidn
con una precisién aceptable y Que las variaciones que

Be presentan son debidas dnlcamente al manipuleo durante

115



Cucva No. CONCENTRACION ( mcg/ml)
0.5 1.0 2.0 4.0 8.0
1 97.45 98.66 102.44 103.58 104.26
2 103.36 103.87 104,26 97.32 97.24
3 102.68 98.46 101.30 100.1k9 101.42
4 102.80 103.03 103,58 104,61 102.36
s 103.30 103.54 97.25 100,90 97.42
X 102.018 101.512 101.766 101.320 100.540
PRECISION
Deav. Bat. 2.56 2.71 2.76 2,88 3.10
4 Coef.Yar. 2,51 2.67 2,71 2.85 J.08
EXACTITUD
Prueba de "T*
T calculada 1,762 1.246 1.430 1.024 0.38%
Intervalo de
Confianza al 102.901 101.51 101.76 101.32 100.54
97.5% t a7 +3.36 + 3.42 + 3.57 + 3.84
T - 2,776

Tabla Wo. 15 ®xactitud y Preclsaion
alfa~motildopa recupetada.

tablas (4,0.025)
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ol procesamiento de las muestras y no debidaep al método

‘desarrollado.

7. REPRODUCIBILIDAD DEL, METODO

La reproducibilidad del método es realizé mediante
el analisis hecho por 2 analistas, en 2 dias
diferentes, utilizande el mismo equipo para el anAlisis
de las muestras, con doce muestras en  total,
obteniéndose un cuadradc de 2 x 2. Las muestras fueron

. preparadas en plasma. Los resultados obtenidos se

presentan en la tabla No. 18.

Con los resultados obtenidos, ee procedié a
realizar andlisis de varianza. Estos cAlcules fueron:

Suma de cuadrados al analista (SCa) = 5.68

Suma de cuadrados del dia anidado al analista

(SCd) = 3.78

Suma de cuadrados del error (SCe) = 10.70

Con estos repultados se elaboré la tabla ds
anélisis de varianze { ANADEVA ), que aparece en la
tabla No.17.

Obeervando la tabla No. 17, vemos que la F

17



calculada es menor que la F de tablas, por lo que =se
puede decir, que la diferencia entre analistas y la
difersncia entre dias, no es asignificativa para sl
método; asimismo el coeficientes de variacién es menor
del 2%, por lo que también nos da una idea de qQue tan

reproducible es el método desarrollado.
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ANALISTA
1 (1) 2
103.08 59.96
: 1 103.84 103.08
101.51 102.29
I (4
103.90 101.77
A 2 104.81 103.19
104.81 101.08
x = 102.73
DE = 1.4511

% C.V. = 1.4124
Tabla No. 18 Reproducibilidad del Método, tomando en

cuenta el porcentaje de recuperacidn de

alfa-metildopa.
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MEDIA DE

FUENTE DB GRANOS DB SUMA DE r
VARIACION LIBERTAD CUADROS CUADROS CALCULADA
TOTAL DE GRADOS

DE LIBERTAD 11

ANALISTA 1 8.68 8.68 6.4897
ANALISTA=-DIA 2 3.78 1.89 1.4130
ERROR :} 10.70 1.3375

De Tablas el valor de F ea:

Tabla No. 17

F(0.025,1,8)

Fl0.025,2,8)

Reproducibilidad del Mé&tcdo.
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8. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN PLASMA

Se almacenaron muestras plasméticas adiclionadas con
el farmaco, en una concentracion de 4 mcg/ml y oo
analizaron a diferentes tiempos. Los resultados

obtenidos ae presentan en la tabla No.18.

Por medio de la tabla No.18, podemoa cbservar que
hay degradacién de la metildopa en plasma, ya que al
cabo de 24 horas, a temperatura ambiente (20O c), 1la
muestra ha perdido alrededor del 20% del férmaco; en
refrigeracidn (4D C) me ha perdldo aproximadamente un
7% y en congelacién (—10o C) un 5%, en el mismo lapso
de tiempo.

Con estoes resultadoe podemos &asegurar que las
condiciones adecuadas para almacenar las muestras
plasmaticas de metildopa es a temperatura de
congelacidn (—10° C), ya que aunque se presenta
degradacidén, no es tan significativa como la que »me
obtiene a temperatura ambiente (20 oC); elin anf se debe
tratar que el procesamiento de las muestras plasméticas
sea lo mée rdpido posible.

En la figura No. 20 ae presenta la gréfica en donde
se observa la magnitud de la degradacién del farmaco, a

las diferentes temperaturaa.
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Tiempo Temperatura Am- Refrigeracidn Congelacibn
Temp. biente 20 %¢ 4 °¢ -10 °c

0.0 Brs. 99.36 99.36 99,36

1.0 Hr. 92,40

3.0 Hrs. 87.34 98.67

6.0 Hrs. 8l.25% 95.51

24 Brs. 67.25 92.79 95.49

96 Hra. 81.08 92.64

Tabla No. 18 Estabilidad de la Muestra en Plaama, reportada en porcjiento
de recuperacibn del fSrmaco.
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Estabilidad de la mueatra en plasms
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9. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PROCESADA

Se procesaron muestras plasmiticas adicionadas con el férma
co, & una concentracidn de & mcg/ml, se almscenaron y anali
zarcn & diferentes tiempos. Los resultados se presentan en -—

.ll tabla Ko. 19.

Anaglizando la tabla No., 19 podemos observar que, la me-
tildopa es mfs estable en la muestra y& prncesada, porque -
aunque se presenta degradacién, &sta no es mayor del 10X, --
cuando la muestra ce mantiene en congelacidn (-10 'C) durante
14 dfas y del 15% cuando la nuestra se conserva en refrigera-

cién ( 4 C), durante este mismo lapso de tiempo.

Si comparamcs la estabilidad de la muestra plasmi-
tica y la de la muestra ya preocesada, vemos que la segunda es

mis estable y que por lo tanto, cuando no se pudiera hacer

el andlisis de la muestra inmediatemente, serfa conve--
niente procesarla y algacenarla a temperatura de con-
gelacidn.

En la figura N? 21 se presenta la griafica en donde
se  observa la magnitud de la degradacién del firmaco, cuan
do la muestra se encuentra ya procesada ¥ almacenada

a diferentes temperaturac.

i24



Dias Refrigeracidn Congelacifn
Terp. 4 °c -10 °c
0 98.41 98.41
2 96.23 898.21
K 92.53 95.93
9 81.22 93.54
14 86.67 91.36

Tabla No. 19 Estabilidad de la Muestra Procesada, reportada en porciente

de recuperacifin del fS&rmaco.
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10. TOLERANCIA DEL SISTRMA

Se probaron dos modificaciones a la fase moévil,
" variando a cada una de sllam 0.5 unidades de pH.

Para analizar la tolerancia del aistema es toma
como 3indicador la Resclucién del cromatograms. La

férmula para obtener el valor de resolucidn es la

siguiente:
2(T -7
2 1
Resolucién = —-—-
W + W
1 2
donda: = tiempo de retencidén (minutos).

"

ancho del pico (centimatros).

T
W
1 pico de referencia.
2

pico de metildopa.

Lom resultados obtenideos ee presentan en la tabla
Ne. 20, en donds podemos cbEervar qgue la resclucién no
-1} v/a grandemente afectada al hacer la variacién en el
valor de pH de la fase mévil, aunque a un valor de pH
de 4.0, si hay una disminucién en la resolucién, lo que

se deberd tomar en cusnta al reproducir el métods.

Bs conveniente eefialar, que comc no ®se utlilizé

esténdar interno, en el método, pura cuantificar la

127



_pﬂ de la fase Tl 2 ul "2 Resolucifn
nbvil

BCIO‘ 3.13 10.75 0.4 1.66 7.62
3.0

Plasma 4.10 10.75 1.5 1.80 3.993

BClO4 3.46 12.66 0.4 1.80 7.82
3.5 (*)

Plasma 8.00 12.40 1.2 1.90 3.00

aclo‘ 3.50 10.58 0.5 1.60 6.74
4.0

Plasma 6.83 10.36 1.0 1.70 2.61

(*) Condiciones normales de uso.

Yelocidad de carta = 2 can/min.

Tabla No.
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resolucién se tomé en cuenta:

a. Cuando sme utilizé curva esténdar en HCLO , se
4
tomd el ltimo pico de la sefial de éste como el

pico de referencia para calcular la resolucién.

b. Cuando se utilizé curva estandar en plasma, se
tomé el pico més cercano al de la metildopea,
siendo éste el de un componente del plasma, para
utilizario como plco de referencia al calcular

la resolucién.

Por este motivo, se estd reportando la resolucidn
en los dos medios en que se puede encontrar el farmaco,

dependisndo esto de la prueba que se esté realizando.
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CAPITULO VI

CORNRCLUSLONES
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CONCLUSIONES

Se desarrollé un método adecuadc & nuestras

condiciones, sin un proceso de manipulacién
complicado y répido, que e8 factible de Ber
utilizado, posteriormente, en el monitoreoc del

farmaco.

El método desarrollado se encontré ser:

-- Lineal. Con un coeficiente de correlacién de
0.8997.

-~ Preciso. Con un coeficiente de variacién de
2.764%.

-- Exacto.

-- Selectivo. Ho presentando interferencias con los
componentes del plapma.

-— Reproducible,

La concentracién minima detectada fué de 1285

ng/ml.

La tolerancla del sistema es aceptable en un rango

de + 0.5 unidades de pH.

Las muesatras plasmaticae ae degradan un 20%, en 24
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o
horas a temperatura ambiente, 4 dias a 4 C y 14

o
diag a -10 C,

Lam muestras plasméticas ya procesadas, presentan
mayor estabilidad, observédndose una degradacidén de
aproximadamente el 10X, en un lapso de 14 dias,

o o
tanto a 4 C como a -10 C.
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"CAPITULO Vi

APENDICE A
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