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CAPITULO I 

lllTRODUCCIOll 



La hipertensión arterial es una de lae enf ermedadea 

de mayor prevalencia en nuestra sociedad, ya que por 

ejemplo, ee estima que hay 25 millones de hiperteneoe 

en loa Eetadoe Unidoe de Norteamérica (más del 20% de 

la población de adultos}, ea la ee1111nda enfermedad 

cardiovaacular en frecuencia y conetituye el factor de 

riesgo máa importante para el desarrollo de la 

arteropatia coronaria ateroeacler6tica. No ea una 

enfermedad exclusiva da la edad, ya 

comienza en una etapa precoz de la 

aumenta su prevalencia con la edad. 

está en relación inveraa con la 

(26,31). 

que al parecer 

infancia. pero 

La euperV'ivencia 

preaión arterial 

Existen varios fármacoe antihipertenaivoe, con 

diferentes mecanismos de acción, entre los que podemos 

mencionar a loa diuréticos, a la clonidina. 

guanetidina, reeerpina. propanolol, etc. Entre eetos 

fárcnaooe ae encuentra el del objeto de éate estudio~ la 

alfa-metildopa. que ea quizá, el fármaco hipotenaor de 

mayor ueo. 

Se han 

intoxicaciones 

reportado 

debidas a 

a 

le 

nivel hospitalario, 

acwnulación de alfa-

metildopa, sobre todo en niños y ancianos, por lo que 
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ea necesario monitorear el fármaco y de eete modo, 

encontrar una doeif icación ideal para evitar 

acumulaciones. 

El objetivo de eete trabajo, ea el desarrollar un 

método analitico y validarlo, para que poeteriormente 

eea utilizado en el monitoreo del fármaco en ni~oe y 

ancianos. 

Para cuantificar el fármaco fué neceaurio 

desarrollar un método analitico por Cromatografia de 

Liquidoe de Alta Resolución (HPLC), utilizando un detes 

tor electroquimico; éste método requirió eer validado, 

por medio del dieefio de una aerie de experimentos, que 

eerán eapecificadoe en el tranecureo de este trabajo_ 



CAPITULO It 

GENERALIDADES 



GJlllKRALIDAlllS 

Bs impcrtante describir aljJUllos de los t6rminoe en 

que se baea este trabajo, por lo que a continuación ee 

procedsr~n a describir dichos t6rminos. 

HIPBR'l'JINSION ARrKRIAL 

La hipertensión arterial se define como la 

elevación de la presión een¡¡uinea sistólica y/o 

diastólica, pudiendo eer primaria Chipertenei6n 

eeencial) o secundaria. 

La hipertensión primaria o eeoncial no está 

vinculada a una etiología única. Puede eer sólo una 

desviación cuantitativa del promedio ( máa quo una 

alteración cualitativa) y un reflejo de una herencia 

poligénioa de la presión eansuinea. 

Algunos autores implican al rifi6n en la ctiologia 

de la hiperten816n primaria, pero las obeervacionoe 

aeriadas eugieron en vez de esto, que lao nnorma.lidndea 

funcionales y eatructuralea, son consecuencia de la 

hipertensión. 

Las paredeo arterioralea de los animales y las 

peraonaa hipertensaa contienen más agua y sodio qu~ lo 

normal, por lo que oe puede preaentar alguna reducción 



de la luz arterial. Aunque eeta reducción de la luz 

puede contribuir a un aumento de la resietencia 

periférica, no es el meoani'""" de acción incitante. No 

hay pruebae de que la in¡¡¡eetión exceeiva de eodio, el 

eetreee e11<>cional o la obeeidad oaueen hipertenei6n, 

aún cuando cada uno de eatoe faotoreo pueden agravar 

una hipertensión preexistente o acelerar la aparición 

de hipertenei6n en individuoe senéticamente 

predispuestos. 

La hipertensión primaria es esintomética hasta que 

ee desarrollan complicacionee. El vértiso, ol rubor 

facial, al dolor de cabeza, la fatiga, la epietaxie y 

el nervioeiemo no eon caueadaa por la hipertenaión ein 

complica.cianea. 

Le. hiperten~ión secundaria eetá aeociado. .. 
enfermedud parenquimatoan renal bilateral (par ejemplo, 

glomerulonefritis crónica colagenoeie del riftón, 

uropatia obatructiva, etc.) o a tranetornoe 

potencialmente 

hipertiroidiemo, 

renal. También 

cureblee, tales como feocromocitoma, 

coartación de la aorta, vaeculopat16 

puede estar asociada al ueo de 

contraceptivos por via oral. 

La herencia prediepone a la hipertensión, pero loa 



factores ambientales, neuróaenoa, humorales v 

vaecularee también interaccionan e influyen eobre la 

presión eanauinea en sradoa divereoa. 

Bl enfel'IDO hiperteneo ein tratar tiene sran rieeso 

de deearrollar 

hemorr6sia 

insuficiencia 

cerebral o 

ventricular izquierda, 

ineuficiencia renal 

inoapacitadoraa o fatales en edad temprana. 

La hipertensión ee el factor de rieoso máe 

importante que predispone a la ateroeecleroeie 

coronaria y cerebral. 

No hay cura de la hipertensión primaria, pero unn 

terapeútioa apropiada puede modificar eu cur~o. 

Loe pacientee con hipertensión ein complicacioneo 

deben vivir vidas normalea, oiempre y cuando mantengan 

8U preei6n aanguinea controlada con medicación. Lae 

roetriccionee do la dieta deben imponerse eólo para con 

controlar la diabetee mellitus, la ob<ieidad o lae 

anormalidadee de loe lipidoe sanauineos. Con 

diur4ticoe, ¡eneralmente ea innecesaria una dieta pobre 

en sodio. Se debe alentar a que se realice un ejercicio 

prudente y se debe desalentar el consumo de Ci8arrilloe 

para reducir el riesgo de cardiopatía ateroe8oler6t1ca. 



La hiperteneión aumenta tanto loe peligros maternoe 

del embarazo, como la cifra de mortalidad fetal. Una 

eupervieión prenatal continuada, la reetricción del 

eodio de la dieta y loe medicamentos antihiperteneivoe 

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

TKRAPl!UTICA 

La acción antihipertensiva de loe diuréticos parece 

deberee a una modesta reducción del volWnen pla&m&tico 

y a una dieminución de la reactividad vaacular 1 mediada 

paeiblemente par desplazamiento de sodio desdo la 

localización intracelular a la extracelular. 

Si los diuréticoe no controlan adecuada.mente la 

hipertensión deben llñadiree: metildopa 250 ma. 2 vecoe 

al dia a 500 mg. 4 vecee al dia, o clonidina 0.1 a 1.2 

mg. 2 vocee al dia o reeerpina 0.25 m¡¡. par dia. Se 

prefiere metildopa porque sue efectos aecundarloa son 

mejor toleradoe. La reeerpina causa congeetión naaal, 

lasitud, eomnolencia y depresión y puede activar una 

úlcera péptica. Deprime el eietcma nervioso simpático 

tanto en su aepecto central como periférico. La 

clonidina causa somnolencia qua muchas vecee ea 

pereiatente, sequedad en la boca, eiendo las doe cosas 



molestas. La eupreeión súbita de la clonidina va a 

veces acompaf\ada de un "rebote hiperteneivo... La 

clonidina reduce la preeión sanauinea por estimular loe 

alfa-receptores del centro vasomotor del cerebro. La 

somnolencia inducida por la metildopa suele deeaparecer 

al cabo de 3 6 4 dias. La metildopa puede causar 

hipotensión ortoetAtica e impatencia, pero no con tanta 

frecuencia como la guanetidina. Son efectos 

secundarios poco frecuentes la fiebre medicamentoea y 

lae anormalidadee de las pruebas de función hep•tica. 

Aproximadamente un 15% de loe pacientes que 

metildopa desarrollan una prueba de Coombe 

positiva, pero es extremadamente rara una 

hemolitica. 

reciben 

directa 

anemia 

En la hipertenei6n moderada, euele eer aconeejable 

iniciar la terap6utica con un diur6tico por vla oral y 

depresor eimp,tico ( por ejemplo, metildopa, clonidina, 

reeerpina o propanolol) simultáneamente. En la 

hipertenaión arave, la terapiiutica debe comenzar con un 

diur6t1co oral y suanetidina "imultAneamente, 

aftadi6ndoee metildopa ei fuera necesario. 

Una de las 8\18tanciae que interfieren con la acción 

de loe antihiperteneivoe, son loe anti¡ripalee que 

contienen aminas eimpaticomiméticaa (26,32). 



CROKATOGRAFIA 

La cromatografía se define como la migración 

diferencial de loe componentes de una mezcla, en base a 

aue diferentes velocidades de migración, a través de 

u.na fase eetacionaria 1 cuando aon arrastrados par una 

fase móvil. 

La fase estacionaria puede eer: sólida 6 liquida 

La fase móvil puede ser: liquida ó gaseosa 

Cualquier método cromatográfico incluye 

pasos: 

cuatro 

1. "Unión'' de la o las euetanciae a la fase 

estacionaria. 

2. Separación de las euetanciae entre si. 

3. Recuperación de las sustancias por su elución 

progresiva. 

4. Análisis cualitativo y/o cuantitativo de las 

auatanciaa ya separadas. 

La cromatograf !a ea un método de separación de 

mezclas quimicaa (principalmente orgánicas) en sus 

compcnentee individuales. Esta ee una técnica de 

separación, no una técnica de identificación. En 

contraste la eepectrofotometr!a puede identificar la 

presencia de moléculas eepec!ficae en la mezcla, ain 

10 



emb8rgo, ésta habilidad de proveer información 

cuantitativa exacta ee limitQcla cuando la muestra está 

formada por componentee de estructura química similar. 

puee esta técnica no puede separar loe componentea. Por 

éeta razón la cromatosraf ia de liquidoe ee encuentra 

frecuentemente unida con la eepectrofotometria. 

La muestra a ser analizada, ea diauelta ~n un 

solvente adecuado ( id43almente este eCJlvente ec idé:.t.ic0 

a la fase móvil) e introducida, por medio de una 

inyección, con destino e la cabeza de le column~. La 

muestra ea acarreada a través de la columne po1· un 

flujo continuo de la fase móvil proveniente d~ la 

bomba. En la figura No.1 ae muestra un diaP.r;,,.ml:!. rji:- }..-... 3 

componentee de un cromatógrafo de líquidLa. 

Algunos componentes de la muestra pasan ~ travfe de 

la columna más lentamente qu~ otros. A~uelloe 

componentes que son máa retenidos en la ~olumna aon de 

este modo 

final de 

separados, por el tiempo en que eluyen 

la columna. Un detector monitorea 

el 

loe 

componentes cuando emergen del final de la columna. El 

detector transmite eefialee a un registrador, que traza 

el cromatograma en una carta, el cual provee de la 

información cualitativa y cuantitativa de la muestra. 

La eeparación ocurre en une columna limit&dc, 

11 



Recipiente de la 
fase m6vll 

1 

Detector 

Cl 

00 

~ 

o 
o 

Bomba 

Columna 

Colector de 
ln muestra 

Estación de Datos 
o R.egistrndor 

¡.·1guro N! 1. Diogruma de los componentes de un CrO&"?tógrnfo de L!quidoo. 
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estrechamente empacada con pequeñas particulae eólidaa 

(ejemplo, eilicagel), citada como material de empaque. 

La retención ea generalmente condicionada por el tipo 

de material de empaque. 

En la figura No. 2 ae presenta un diagrama del 

empaque de una columna cromatográfica. 

El gran potencial de la cror:natograf 1~ de liquidoe 

ea comparado con el de la cromatografia de gasee, por 

doa factores primarios. 

El primero ea que una gran variedad de moléculas 

pueden ser disueltas en un solvente que no 

necesariamente debe ser volatilizado y retener la 

estructura molecular original. La cromatografía de 

liquidoe ea una técnica más delicada que la 

cromatografia de gasee y con menoe prabaLilidad de 

alterar lae moléculas de la mue~tra. 

La segunda ventaja de la cromatografía de 11Quidoe 

es au habilidad de contar cor, una vaeta Viiriedad de 

moléculas ionizadas y no-ionizadas, con pe8o mol~cular 

extremadamente alto y actividad biológica (enzim&8, 

péptidoa,etc.), que pueden ser determlnadae par esta 

técnica. 

En la tabla No.l ee mueetran lae diferentes formae 

ll 



P.ntrada de fase .Svil 

Salida del 
eluente 

Poros de 2 ua. 

Sepa.ración de 
... es tras 

Material de 
empaque 

FJgura N: 2 Diagraaa del F.mpaque de una Coluana CrCJ9o"ltogrifica. 
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de eeparación en la cromatoarafia de liquidos. 

Hn euma, la cromatografia de liquidoe ea una 

innovación para la QUimica analitioa, oraánica Y 

biol61ica. Hl campo de la qu1mica or¡!nica ee 

extremadamente exteneo, aei como para la inveetiaación 

bio~dica. En la tabla No.2 ee enlieta una mueetra de 

lae 'reas de aplicación donde la cromatografia de 

liquidoa, ea una técnica analítica vital. 

La cromatolt"af1a de liquidoe de alta reeoluc16n, ee 

encuentra dividida según el tipo de empaque que ee 

utilizado en la columna. 



Formaa de Separación 

1. Separación por 
tamaño. Cromato­
srafia de Exclu­
sión est6rioa. 

2. Adsorción 

3. Fase Reverea 

4. Ión - Par 

Mecanismo 

Las moléculas son separadas -­
por peso molecualar, con la -­
elución de las de mayor tamafio 
primero. (Psrmeación en Gel). 

Separación de mol6culas baea-­
dae en la polaridad, con las -
menos polares eluyendo primero 

Separación de moléculas baea-­
dae en una combinación de pa-­
rámetroe de solubilidad, coe-­
ficients de partición y pola-­
ridad con el componente más -­
soluble en esua ( el máe po--­
lar), eluyendo primero. 

Iones contrarios (moléculas 
con una carga opuesta a la de 
loe iones de inter6e) se adi-­
cionan a la fase móvil para -­
formar un par neutro con la -­
muestra iónica, la partición -
entre una columna de fase re-­
varea y el eluyente sigue el -
cambio de la fase reversa. 

Tabla No.1 Formas de separación utilizadas 
en la Cromatograíia de Liguidos. 
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l. Farmacéutica 

Inveetigación y control de calidad. 

2. Cl1nica 

Honitoreo de fármacos, caracterización de 

enfermedades, situaciones de emergencia. 

3. Forense 

4. Peeticidas 

5. Inveetigación bioquimica 

6. Alimentos y bebidas 

7. Univereidad 

Inveetiaación y t6cnica. 

6. Polimeroe/ Pláeticoe 

Tabla No.2 Areae de Aplicación de la Cromatografia de 
Liquido ... 

17 



La cromatografia liquida de alta resolución, ee una 

rama de la Química Analítica de desarrollo máe 

reciente, de crecimiento má~ rápido y potencialmente 

extenea. La función de la química analítica ea do 

identificar y medir loa componentes de una muestra. 

Eato permite el monitoreo de productoe competidores. El 

análiaie de fármacos durante el desarrollo, la 

producción, control de calidad, monitoreo terapéutico 

en pacientes ya eea en sangre u orina, de fármacos o 

sue metabolitoe entre usos. 

A continuación ee definen algunos de loe tipoa de 

cromatografía de liquidas de alta resolución más 

utilizados. 

I • COOKATOGRAFIA KN FASE NOllMAL 

La cromatografía en fase normal ee encuentra basada 

en la cromatografía de adsorción, siendo ésta la forma 

más antigua de la cromatografia de liquidas. La 

técnica depende de interacciones especificas del aoluto 

con la superficie de un adsorbente finamente dividido. 

El adaorbente puede ser: 

a. Silica-gel.- el más popular SiO J X 
2 

b. Alúmina.- C Al O ) X 
2 3 

c. Carbón4- raramente utilizado. 

18 



Hecaniamo de la Cromatografía de Adsorción 

Generalmente, ee entiende que la fase móvil y laa 

moléculas del eoluto están en competencia por loe 

eitioe activos del adeorbente. La interacción 

adsorbente-eoluto ea el parámetro máet importante que 

gobierna la separación por cromatografia de adsorción. 

Aunque el soluto tiene afinidad por la fase móvil, el 

compuesto no puede ser fuertemente retenido. Sin 

embargo, el eoluto tiene una alta afinidad por la fase 

estacionaria, por lo que el compuesto puede eer 

fuertemente retenido. En atrae palabras, al elevar la 

polaridad, la interacci6n ea mayor y ae1 el tiempo de 

retención se alarga. 

Limitaciones de la Cromatografia de Adeorc16n. 

l. Tiempos de regeneración de la columna muy largos. 

2. La eilica ee desactiva al utilizar agua. 

a. Ea preciso uaar solventes muy seco~ o la 

cromatografía no puede aer reproducible. 

b. Puede regenerarse la columna por calentamiento 

a 110• C. 

3. Retención irreversible. 

19 



II CROKATOGRAFIA 111 FASK NORMAL LIGADA 

Esta es una t'cnica similar a la de 

fase normal, en la que utiliza en 

cromatosrafia 

eilica como 

adsorbente, sólo que en este caao se utilizan 

que se encuentran qu!micamente ligados a 

eetacionaria pelar. 

eilanoe 

la fase 

El mecanismo básico, de este tipo de cromatografia, 

está basado en la partición del salute entre la fase 

móvil y la fase estacionaria. Las técnicas de 

extracción son muy similares a las de cromatografía en 

fase normal. 

Las columnas utilizadas en la cromatografia en fase 

normal ligado son: 

a. Alquilamina. Algunas aplicaciones típicas pueden 

ser la separación de monoaacáridoa. 

b. Alquilonitrilo. Hay una gran variedad de 

aplicaciones, para este tipo de colunma, por 

ejemplo, para la detección de catecolaminae. 

I II CllOllATOGRAFIA EN FASI! Rl!VKRSA 

Se define a la cromatografía en faae reversa, como 

un tipo de técnica cromatográfica de partición: 

l. Partición del eoluto entre doe eolventea 

inmiscibles. uno que ea fijo (fase estacionaria) y 
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el otro ea la fase móvil. 

2. Material de empaque, faae-ligada donde la faee 

estacionaria está químicamente ligada al soporte. 

3. El material de empaque de la faee normal ligada 

es más polar que la fase móvil, mientras tanto 

el empaque de la faee reverea ligada ea menos 

polar que la faee móvil. 

El material de empaque de la cromat0grafiú en faee 

reverea,eetá basado en la utilización de eilica. 

l. La.e propiedades quimicae del grupo ~ilica gel 

(-Si-O-Si) y ailanol (-Si-OH-¡ pueden ser 

impartantea para una ligadura covalente de eapeciee 

orgánicas con la superficie de la eilic~. 

2. Diferentes tipos de eilanoe aon 1Jeadoe en eilica 

ligada: el monocloroeilano y el di-orto 

trifuncional allano. 

Caracteriaticae G~neralee de la Cromatosr~fia en 

Fase Reversa. 

l. Puede ser utilizada para u1ueatrae con un extenso 

rango de Polaridades y peeoa moleculare&. 

2. La rapidez general de equilibr·i'J de lés cc.d.:.JJJ1r.b. r..;-:..n 

la faee móvil, durante métodoa deearrolladoe y 

regeneración Por gradiente. 
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3. Generalmente es de ueo fácil. 

4. Ee aplicable para eeparación de compueetoa iónlcoa 

o ionizables por manipulación y equilibrio quimico 

secundario, semejante al control de ionización y 

ión-par en la faee móvil acuoea. 

5. La posibilidad de especial selectividad para cada 

estructura o forma eatérica por aditivos 

eepecificoe de la fase móvil. 

Selección de Solventes para HPLC en Fase Reversa. 

La retención y eelectividad son determinadas por 

la combinación de interacciones aoluto-faee móvil e 

interacciones de eoluto en la fase estacionaria. La 

composición de la fase móvil tiene un importante papel 

para determinar la selectividad para una separación 

idónea. 

Tal vez, la forma máe simple de faee móvil, que 

emplea la cromatografia de liquidas en fase reversa, 

canalete en agua y un solvente orgánico. Loe solventes 

orgénicoe más comúnes aon metano!, 

tetrahidrofurano, dioxa~o y otros. 

acetonitrilo, 

Diferentes 

eolventea orgánicos pueden ser usados para senerar 

selectivamente srupoe funcionales eepecificoe. 

La forma máa simple de control de equilibrio 



quimico ea amortiguar el pH de la faee móvil. Loa 

factores que deben aer considerados para seleccionar 

una solución reguladora incluyen: 

a. Debe ser suficientemente puro, para evitar 

contaminación en la columna y minimizar el ruido 

de impurezae. 

b. Debe ser muy soluble en la faee móvil. 

c. La compatibilidad de la solución con el eietema 

de detección empleado ea esencial. Transparencia 

óptica abajo de 200 nm. ea muy deseable cuando 

se utiliza baja detección ultravioleta. 

Selección de Columna para HPLC Faee Reversa 

La selecci6n de la columna ee realiza obteniendo un 

alquil apropiado y esto se hace cambiando la longitud 

de la cadena e 1 e 1 e . ó e . 
18 8 6 2 

La diferencia en selectividad entre grupos alquilo 

de diferente longitud no está entendida com~letamente, 

ya que la relación entre el contenido de carbón, l~ 

longitud de la cadena carbonada y laa propiedades de 

retención del eoluto no aon simples. 

Con un empaque e ' la r~tención del 
18 

eelectividad hidrofil1ca eon grandee. Eeta 

puede ser máe utilizada para cromatogra!ia 
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porque la matriz fundaznental de 8ilica está mejor 

protegida para el ataque de la faee móvil conteniendo 

aditivos químicos. Laa eeparacionee con columnas C y 
8 

atrae cortas son, sin embargo, más rápidas, la 

eficiencia de la columna puede eer prácticamente i¡¡ual 

y además son aptas para un factor de transferencia de 

masa del eoluto. Para la separación de moléculas 

polares por la técnica de fase reverea, han sido 

sugeridas fases ligadas a cadenae cortas ya que se 

obtienen picos más simétricos compar6.ndoloe con loa 

obtenidos con fases liaad~s a cadenas largas. 

IV CROtlATOGRAJ.lIA Dl! IN'l'KRCAHllIO IONIOO 

El mecanismo que sigue éste tipo de cromatograf ia 

ee resume a continuación. 

La resina inmóvil tiene un grupo funcional que fija 

la carga iónica lignda a ella. Este ea un contraión 

cambiable cerrado que preserva la neutralidad de la 

carga. La muestra i6nica pUede intercambiarse con el 

contrai6n, haciendo pareja con la carga fija, cuando 

eeto sucede, el ión no ee mueve hacia abajo de la 

columna. A causa de que loe materiales tienen 

diferentes afinidades para fijar la carga ee posible la 
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aeparaci6n de mezclae de componentes iónicoe. 

Existen trae tipos de empaques para columnas de 

intercambio iónico, eetoe aon: 

l. Poliestireno -- 10 u -- poroso. 

2. Silica 5 a 10 u -- poroeo. 

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

l. Bmpaque de Polieetireno. Eete fué deearrollado 

ori1inalmente para análieie de aminoácidoe. Ee un 

empaque esférico de arandee cadenas cruzadas, 

capaz de operación a alta presión sin exceeiva 

compresión. Se compone de eatireno copolimerizado 

v divinilbenceno como una cadena cruzada; se 

incrementa la estabilidad de le resina a presiones 

altas. 

Dependiendo de la carga que ee desee, la 

eelectividad de la resina eo modifica. Existen dos 

tipos de resina: 

a. Resina de intercambio aniónico, eon normalmente 

sustituidas en la posición cloruro. 

b. Resine de intercambio catiónico, eon normalmente 

eustituidas en la posición del hidróseno. 

2. Empaques de intercambio iónico con eilica cOllO 
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base. 

A continuación ee mencionan algunas ventajas de loe 

soportes de ésta resina. 

a. Diferencia en selectividad. 

b. Fuertes estructuralmente. 

c. Pueden uearee con una gran variedad de solventes, 

ein desarreglo del empaque. 

d. Pueden utilizarse a altas temperaturas. 

Laa desventajas eon las siguientes: 

a. Ho pueden utilizarse a pH de 2 a 7. 5. 

Sus aplicaciones son: 

l. Para determinar N-Baaea en partisil-10 SCX. 

2. Para determinar N-Nuclaótidoa en partiail - 10 SAX. 

Partiail SCX y SAX aon empaques de intercambio 

i6nico con baeea de ailica de 10 u. Loa grupos 

funcionales son ácido aulfónico y aminas 

cuaternarias reapec~ivamente. 
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DKTllcrIORES PARA HPLC 

El propósito de un detector para HPLC ea el 

monitorear la compoeici6n del liquido eluido por la 

columna cromatoaráfica y proporcionar un dato de como 

varia la compoeici6n del eluyente, conforme transcurre 

el tiempo. Eatoa datos pueden aer preeentadoe en la 

carta de un registrador, pueden ser analizados por una 

eetaci6n de datos o un integrador. 

Existen diferentes detectores que eon utilizados 

según la aplicación que se necesite. La siguiente ee 

una lista de algunos de loa detectoree máa comúnes y 

utilizados en la cromatografia de liquidas. 

Detector Eapectrofotométrico ( IJV/Vie ). 

Detector de Indice de refracción. 

Detector de Fluorescencia. 

Detector Electroquimico. 

Detector Infrarojo. 

Detector de conductividad. 

Detector de radio actividad. 

En un detector, la reepueata eléctrica producida ee 

directamente proporcional a la maea o concentración de 

loe componentes que pasan a través de él. 

Loe d~tectoree pueden ser claaificadoa en doe 
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tipos. Detectores de volúmen o tamafl.o, que funcionan 

por medición de alguna propiedad f isice del eluyente 

proveniente de la columna ( por ejemplo, constante 

dieléctrica, indice de refracción, etc.). 

Estos detectoree reepanden a un gran número de 

auatanciaa con el miemo orden de aeneitividad. También 

son llamados no eepecificoa o det~ctoree universales. 

El segundo tipo de detectores son aquellos 

selectivos en aue reapueataa. Eetoa eon detectores de 

propiedades del aoluto cuya función de medición en una 

propiedad !laica y/o química, que ea caracteriatica 

solamente del eoluto (por ejemplo, absorción 

ultravioleta). 

A continuación se describen tres 

detectores más utilizados en HPIC. 

DRTECTOR DR ABSORCIOll ULTRAVIOLIITA 

de loe 

El detector de ab~orción ultravioleta es el más 

utilizado en HPLC, yn que responde a aquellas 

sustancias que abeoroen luz visible o ultravioleta. El 

mecaniemo de trabajo de eate detector se describe a 

continuación. 

El rayo de luz ea tr:·anemi ti do hacia la celda de 

flujo del detector, cuando loa eolutoa paean a través 
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de la celda, disueltos en la fase móvil, la luz ee 

absorbida y de eete modo la intensidad de la luz baja 

en la fotocelda, ésta reducción produce un cambio en la 

salida eléctrica, que puede ser amplificada y 

transmitida al registrador o sistema de datoe. La 

afinidad entre la absorción de luz, en la celda de 

flujo y la concentración del eoluto siguen la ley de 

Beer. 

Un gran número de compuestos pUeden ser detectadoa 

por este medio, ee incluyen todae las euatancias que• 

tienen una o más dobles ligaduree, ademée ee incluyen 

tambibn euatanciae que tienen electrones no divididoe 

(no ligados), par ejemplo, todas las olefin&H, todoe 

loe compueetoe aromáticoe y compueetoe que ~ontienen 

srupoe >C = O, >C = S, - N = O, - N = N -

Dl!'l'BCTOR DK FLUORKSCKHCIA 

La detección por fluorescencia provee de una 

técnica muy eficaz para el análisis de trazaa, ya que 

la mayor ventaja de la fluorescencia ea la selectividad 

y eeneitividad. 

La fluorescencia ee pr~e~nta cuando un~ molécula 

absorbe energ1a, paeando a un eetad~ de exc1taci6n. 

Eeta energía puede eer liberada cuando la mol6cula 
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retorna a un nivel de eneraia que pUede eer el inicial 

o uno mayor. Cuando la molécula pasa a un eetado de 

mayor energía. con la emieión de ésta en forma de luz. 

la molécula fluoreece. La emisión de luz ea 

generalmente de baja energia. 

Rl detector de fluorescencia consta de una lámpara. 

que provee de un haz luminoso de cierta energía, y doe 

filtros: el primario para la excitación de la molécula 

y el secundario para la emisión de energia; ambos 

dotados de diferentes lonsitudee de onda. 

El tipo de compuestos que fluoreecen pueden ser 

divididos en dos grandes grupos: aquellos que poseen 

fluorescencia natural y loa que necesariamente tienen 

que ser derivatizadoa para que fluoreacan. 

1. Compuestos con Fluorescencia Natural 

Generalmente eon estructuras cicllcae conjugadas 

semejantes a anillos benzénicoe. 

La detección de fluoreecencia puede eer dificil 

pues depende del valor de pH, solvente utilizado 

y sustituciones en la molécula. 

2. Compuestos Derivados Fluoreecentes. 

Para eatoe compueatoe que no poseen fluorescencia 

natural, frecuentemente pueden eer empleadas 
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técnicas de derivatización como lae que a 

continuación ee mencionan. 

a. Cloruro de daneilo: (5-dimetil-amino naftaleno-

1-cloruro eulfonil) para reaccionen con amines 

primarias o eecundariae. ael como para fenolee. 

Eete método emplea una precolumna como agente 

derivatizante. 

b. Fluoreecamina. Reacciona con aminaB primarias. 

empleando una poatcolumna como agente 

derivatizante. La reacción ee muy rápida. 

c. OPA (orto-ftalaldehido). Reacciona con aminae 

primarias. Se pueden detectar rangoe de 

picomolee; ee utiliza para derivatizar pre y 

poetcolumna (25,35). 

Dl!Tl!CTOR KLHC'l'ROQUIHICO 

Bl detector electroquímico mueetra aran expectativa 

de uao en le cromatografía de liquidoe, ein embargo, ee 

preeentan pocos tipaa diaponiblea comercialmente. Todoe 

dependen de alguna electroactividad del eoluto en la 

faee móvil. Eeta e:e una e·1ir-l4?ncia normal di? ox.ide~ión o 

reducción o la habilidad de actuar como un condu~tor de 

carga eléctrica. Por eeto loe eol·:entee requeridos 
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normalmente son eietemas agua baee, pudiendo 

extenderse posteriormente a mezclas aaua -·alcohol y a 

soluciones amortiguadoras fuertes. 

Loe detectores electroquímicos son generalmente máe 

simples en dieefio y caracterieticae operacionales que 

loe detectorea ópticos, puesto que no requieren de 

fuentes de luz. lentes monocromáticos. filtros o 

fotodetectores. 

La eensitividad en general ea muy buena, cuando hay 

estándares presentes ea capaz de detectar picogramae de 

muchas especies electroactivaa. Loa niveles de ruido 

se elevan Por algunas fuentes incluyendo electrónicas, 

fluctuaciones en eitioe eléctricos comúnes, 

irregularidades de flujo en la carga de la celda 

geométrica, fluctuaciones de temperatura, reacciones 

anormales en las superficies de loa electrodos y 

cambios de flujo; estos factores pueden afectar la 

respuesta electroquímica. 

Eetoa detectores son considerados eelectivoe, 

puesto que sólo eepeciee electronesativae pueden 

proveer de una respuesta. La eelectividad puede aer 

frecuentemente variada por alteracionee de voltaje 

(para reacciones de oxidación reducción) . Por 
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ejemplo, solutos fácilmente oxidables pueden eer 

detectados selectivamente en presencia de aolutoe que 

son más dificilee de oxidar, manteniendo el potencial 

debajo del necesario para la oxidación del segundo, 

pero lo euficientemente alto como para la reacción con 

el primero (23). 

Tl!ORIA DE LA DllTl!CCION l!Ll!CTROQUIHI CA 

Rl!ACCIONES DE ELECTROLISIS 

La detección electroquímica difiere de otroe 

m6todoe de detección, porque en éete la muestra se 

traneforma al paso por el detector. 

Deepu6e de que la mueetr&. ea separada, en la 

columna, ésta paea por un elect1 .. odo (conocido como 

electrodo de trabajo) en la celda 6nalitica. El 

electrodo de trabajo reeta cierto potencial con 

respecto al potencial del electrolito (medido por el 

electrodo de referencia). 

El detector electroquímico aplica un v~ltaje al 

electrodo de trabajo, de este modo ae adiciona energia 

al eietema. La diferencia de potencial necesaria para 

activar la reacción de electrólieie depende de éeta 

eneraia. 
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En la figura No. 3 ae muestra una gráfica de como 

ae encuentra dietribuida la energía de activación. 

energía de 
distribución 

Antes de 
ren.ccionaT 

Figura •: 

llvel de energ{a necesa­
ria para el 1.nicto de la 
reacción. 

EneTg!a de activación 

Energía de Activación. 

En caeo de que el potencial del electrodo de 

trabajo eea positivo, con reapecto al potencial del 

electrolito, la molécula ea deapojada de uno o máa 

electronea (oxidación). Si el potencial ea negativo, la 

molécula ea reducida (par ejemplo, el electrodo dona 

uno a máe electronen a la molécula). 

La energia de distribución en una muestra de una 

solución típica, forma una curva de campana, donde 

algunas moléculas, con máa energia que atrae, alcanzan 

el nivel de energia necesario para que inicie la 

reacción. 
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En la figura No. 3 se muestra una gráfica de como 

se encuentra dietribuida la energía de ectivaci6n. 

Antes de 
reaccionar 

Figura •~ 3 

livel de energ{a necesa­
ria para el inicio de la 
reacci6n. 

Eaerglu de activación 

Energía de Activación. 

En caso de que el potencial del electrodo de 

trabajo sea positivo, con respecto al potencial del 

electrolito, la molécula ea despojada de uno o más 

electrones (oxidación). Si el potencial ee negativo, la 

molécula ea reducida (por ejemple, el electrodo dona 

uno o más electronéJ a la molécula). 

La energía de distribución en una muestra de una 

solución típica, forma una curva de campana, donde 

algunas moléculas, con más energia que otras, alcanzan 

el nivel de energía necesario para que inicie la 

reacción. 
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La corriente producide ea proporcional a la 

cantidad de analito inyectado en la columna. Beta 

ecuación deecribe la afinidad entre la corriente v la 

cantidad inyectada. 
2/3 

i = nKFD C 

donde: i = la corriente producida por la reacción de 

electrólisis. 

n = el número de electrones involucradoe en la 

reacción. 

F = Conetante de Faraday (96,500 

coul omba/mo l ) • 

K = Conetante de celda. 

D = Coeficiente de difueión del analito. 

C = La cantidad del analito inyectado en la 

columna. 

Una reacción electroquimica ocurre en tree paeoe: 

l. Transporte de maea (difusión). El compuesto difunde 

de la solución, en la celda, a la euperficie del 

electrodo. 

2. Electroliaia. En la superficie del electrodo, loa 

electrodos eon removidos (oxidación) o suplidos 

(reducción) en el compuesto. 

3. Redifuaión. El compuesto electrolizado paaa del 
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electródo a la eoluc16n. 

La velocidad de eetoe paeoe (factor Jimitante) 

controla la ruta por la cual la reacción toma lugar. 

En la fiaura No. 5 ee presentan esquematizados loa 

paeo11 de una reacción electroquimica. 

PO'l'lllCIALllS DB HITAD - ONDA 

Bl potencial mitad - onda CE1¡2 ) ee el potencial 

al cual la mitad del máximo de la reepueeta de la 

muestra ee presenta. El valor de potencial de mitad 

onda ea independiente de la concentración y la alture 

de la onda ea proporcional a la concentración de loa 

compueetoa de interée. 

Diferentes compueetoe ~ueden poseer diferentes 

potenciales mitad - onda, ~or ello, pued6n eer ,ueadoa 

para separar e identificar compueetoe. Cuando aon 

analizados dos compueetoe con diferentes potencialea 

mitad - onda ( de menos de 150 a 200 mV de diferencia) 

ee puede ajuetar el potenci.111 eplicado pl1ra 

electrolizar un compuesto ( el único requerimiento ee 

el aplicar un bajo potencial) . Loe otros com~onent~a 

pasan a través de la celda sin reaccionar. 

Generalmente se puede eecojer la coloc&clón del 
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Paso 1 Paso 2 Paso 3 

Difusión Electroli•i• R.edift111i60. 

c::.J'=:>~~ 
oººªºººªºº o o 

o ºº""º••o• o 00 ºº o • 
O o !.•.••,•• .. •"' 0 - o 

o ~:~º . º º º º~ • T 
electrodo flujo del 

llOlYRte 

Direccilin de flujo 

o Mueatra molecular 

e Muestra electrolisada 

Figura N! 5 Esta.dos de una Reaccilin BlectroquWca. 
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menor potencial posible para mantener el análieia en 

orden y con loe picos indeeeablea fuera del 

cromato¡r6Jna y mantener una eelectivided óptima. 

El detector electroquimico contiene 3 electrodoe: 

el electrodo de trabajo, el de referencia y el 

electrodo auxiliar. 

Cuando el aparato ee coloca en poeici6n de 

conecta el electrodo de trabajo encendido, ee 

el6ctricamente. 

potencial entre 

El detector manti~ne la diferencia de 

loa electrodos de trhbajo y de 

eeta diferencia ee igual al valor referencia; 

aeleccionado, usando loa indicadorea del det~ctor. 

Cuando la rnueatra fluye a través de la celda, el 

potencial contenido en el electrodo de trab~jo. 

electroliza loa componentes de int~rée, eato produce un 

aumento para la tranaferencia de electronee. El 

electrodo auxiliar permanece como tierra. Eete 

electrodo auxiliar está recubierto con una eolución de 

cloruro de potaeio. 

La cantidad que fluye a travéa del electrodo de 

trabajo ee convertida a un valor de voltaje. Con los 

controlee adecuados se logra colocación y atenuación de 

filtros y amplifica la seftal, entoncee eata pasa a el 
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regiatrador o intearador. 

Bn la fiaura No. S ae presenta un eequema de como 

eat6 formada la celda analitica v tambi6n un diaarama 

eléctrico del detector electrcquimico (40). 



COaverttdor 
Contidad-Voltaje 

Electrodo _,,,, Flujo del 
auiliar &olYea.t• 

Plp.ra M!6 Celda Anal{tica. Dlq,r-. Elfctrtco. 
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VALIDACION 

Por definición tenemos que: 

Validación ea la determinación del grado de validez 

de un proceso de medición. 

La validación de un método analitico se lleva a 

cabo según loe fines para los cuales se aplicará 

por lo que no hay un formato exacto que nos 

éste, 

indique 

cuales son laa pruebas que tienen que desarrollarse, 

aei como también no hay un acuerdo general en cuanto a 

loa criterios de aceptación que se aplicarAn para cada 

una de las pruebas necesarias para la validación. 

En la tabla No. 3 ae esquematizan las pruebas que 

ea necesario deaarrrollar dependiendo de la aplicaci¿n 

que se le dará al método analitico. 

Para validar el método analítico utilizado en este 

trabajo, se tomaron en cuenta loa parámetros que a 

continuación se definen. 

1. Linealidad del Si~tema.- El grado al cual la curva 

de calibración or.a.litica se aproxima a una ~inea. 

recta, esto ea con un coeficiente de correlación 

mayor o igual &.. " 99 

'~inealidad del Mi:: r.odo El gri::!.do 'l. cual .. ·:a 

47 



CONTROi. 
DE 

PARAllBTRO CA!.IDAD 

Linear1dad 

y 

Precisión 

Limite de 

Deteccl6n 

Precisi6n 

y E•actitud 

Repetibi­
lidad 

Bspecific!_ 

dad-Inter­

fecencia 

Especific.!. 

dad en Es­

tabilidad 

Tolerancia 

del Sistema 

+ 

+ 

+ 

INDICADORBS DB 
ESTABI!.IDAD 

r-~--~-....-------l 

BIODIS 
PONIBI 

BAJAS CONC. Al.TAS CONC. !.IDAD 

+ 

+ 

+ + + 

+ + + 

+ 

+ + + 

Estabilidad 1 

~:_:_e_:_:_r_ª _____ • __ ~! ____ • ___ \ ___ · __ j_:__ 
Tabla No.3 ParA~etros Mlnimos para Vdl1dar 

"étodos Analft!cos 



estándar, procesada por el método a validar, ee 

aproxiina a una linea recta, esto es con una 

pendiente con un valor aproximado de 1, una 

ordenada al origen aproximadamente isual a O y un 

coeficiente de correlación mayor o i¡rual a 0.99 

3. Selectividad.- Habilidad de un ensayo de dietinauir 

un fármaco de sus metabolitoe, otroe fármacos (en 

algunos caeos relevantes) y 

endógenos de fluidos biol6gicoe. 

constituyentes 

4. Precisión del Sistema.- Grado de concordancia de 

mediciones repetidas de una misma propiedad, en 

este caeo mediciones a una misma concentración. 

5. Cantidad Hinima Detectable.- El intercepto de la 

linea horizontal trazada a doa veces la longitud 

del movimiento de la linea base (ruido) ee 

considera el limite inferior de detección. 

6. Exactitud y Preciei6n del Método.- Concordancia 

entre un valor determinado experimentalmente y un 

valor de referencia. 

7. Reproducibilidad.- Precisión del método expresada 

como la concordancia entre determinaciones 



6. 

realizadas por diferentes analietae y/o equipo, en 

el mismo y/o diferente laboratorio, en el mismo y/o 

diferente d1a. 

letabilidad de la muestra en plaema.­

de ei la muestra almacenada 

temperaturas presenta algún 

Verificación 

a diferentes 

cambio o 

dearadaci6n, to~ando en cuente el tiem~o dead~ que 

la 11\leetra biolóaica es obtenida hasta el momento 

en que se procesa para eu análisis. 

9. Estabilidad de la muestra procesada.- Verificar ei 

la muestra procesada eufre algún cambio o 

dearadac16n. Esta prueba ae realiza con el fin de 

prever al~n inconveniente como puede aer falta de 

eneraia eléctrica, deecompaetura d~l equ!Po de 

análisis o alguna otra causa par l~ que l&e 

muestras no puedan ser analizadas inmediatamente. 

Con esta prueba aseguramos la estabilidad en el 

medio de disolución final y dado el caso se dan lae 

condiciones de almacenaje para las muestras. 

10. Tolerancia del Sistema. - Establecidos loe 

par~etroe inetrumentalee y lee condlolonee d~ 

operación, ee determina, ~amo la variación de 
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parámetros determinantes o condicionee de operación 

afectan al análieie (13,15,17,35). 

CRITl!RIOS DE ACBP'rACJ Oli 

Loa criterioe de aceptación necesarios para la 

validación de un método son loa siguientes: 

Coeficiente de variación < 2% . 

Desviación estándar < 2% • 

Para linealidad del Método: Coeficiente de 

correlación > 0.99 • Pendiente aproximadamente 

l.O . 

Ordenada al origen aproximadamente igual a O.O . 

Para prueba de " T de Student " 

T calculada debe aer menor que la T de tablae. 

Para prueba de F: 

F calculada debe ser menor que la F de tablas. 

Eatoe criterioe de aceptación fueron obtenidos de 

bibliografía, que aunque no ae encuentra publicada, ea 

aplicada en la validación de métodos analiticoe por 

algunos laboratorios farmacéuticos de renombre. 

El hecho de gue no ae haga refer~ncia a ninguna 
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bibliografia publicada, se debe & que hay una 

de criterios, dependiendo eeto de cada autor, 

que ae avocó a loe documentoe utilizados 

variedad 

por lo 

por loe 

laboratorioe farmacéuticoe, ya que ee encuentran más 

cerca de nuestra propia realidad. 

Otro factor que ee importante reealtar ea que eatoe 

criterios de aceptación, son aplicados para formas 

farmacéuticas y no para fluidos biológicoe, eobre todo 

en lo que ee refiere a coeficiente de variación, por lo 

que se considera que para éat~, loa criterios de 

aceptación tienen valoree mayores. 

También ea importante hacer notar que dependiendo 

del tipo de método de análieie hay variaciones p&r& 

eato3 criterios de aceptación. En la tabla Uo.4 se 

muestran algunos criterios de aceptación, diferenciando 

el tipo de método de análiaia utilizado . 
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Precisi6n y Exactitud del Mfitodo 

Prom~de Coeficiente 

Criterio recobro de vaC"iaci6n 

Soluciones,clpsulas 

y tabletaa. 98 - 102 ' 3 ' 

Suspensiones y 

se•ia6lidos. 97 - 103 ' 3 ' 
M~todoa UPLC 

98 - 102 ' 2 ' 
Mtitodoa Titrimétricoe 99 - 101 ' 1 ' 
Ml!todos de disoluci6n 96 - 104 ' 3 ' 

Tabla Ro~ 4 Criterios de Aceptaci6n on Diferentes 
Mió todos de J\nUisis ( 25 ) • 
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ALFA - HETILDOPA 

Fórmula Deearrollada 
CH3 

HO,o~ CH2-~ -C OOH 

t-IH2 

HO ~ 

Fól'JllUla Condeeanda Peeo Molecular 

C H NO 
10 13 4 

SINON1110S 

211.21 

L-3-(3,4-dihidroxifenil)-2-metilalanina; metildopa; L-

tiroeina, 3-hidroxialfa-metil. 

CONSTANTES DE DlSOClACION 

pKa.- 2.2 , 9.2 , 10.6 y 12.0 {a 25ºC). 

DBSCRIPCION 

Polvo fino blanc·o o blanco amarillento, que puede 

contener trozoe deemenuzablee. Inodoro. 

SOWBILIDAD 

Soluble a 2o•c, en 100 partee de agua, en 400 

partea de alcohol y en menoe de una parte de HCl 

diluido, caei ineoluble en eter. 
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CARAC'l'KRISTICAS 

Punto de fusión.-

Contenido de agua.-

Metales pesados.-

Rotación especifica.-

lDKNTIFICAClOH 

aproximadamente 290 •c. 
entre 10.0 y 13" 

Menor de 0.001% 

entre -25º y -28°, calculada en 

base anhidra, determinada en una 

solución conteniendo 440 mg. en 

cada 10 ml., de una solución 2:3 

de cloruro de aluminio en agua, 

previamente tratada con carbón 

activado, filtrada y ajustada 

con solución al l" de hidróxido 

de sodio a pH de l.5 . 

Han sido reportados diversoe métodos de 

identificación en la literatura, entre loa cuales se 

encuentran loa siguientes: 

A. El espectro de ~bsorción de infrarojo en una 

dispersión de aceite mineral, exhibe máximos 

solamente en la~ mismas longitudea de onda de una 

preparación similar de metildopa eotándat· de 

referencia. 
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B. El espectro de absorción ultravioleta de una 

solución 1 en 25,000 en HCl 0.1 H. exhibe un máximo 

y un mínimo a laa longitudes de onda de una 

aolución aimilar de metildop& eatándard de 

referencia, medida concomitantemente y las 

reepectivae abaortividadee calculadas en la baae 

anhidra, de la longitud de onda de máxima absorción 

de aproximadamente 280 nm 1 no debe haber diferencia 
lcm 

de más del 3%. E 115 en HCl - 0.1 11. 
1% 

C. A 10 mg. se adicionan 0.15 ml de una solución 1 en 

250 de tricetohidrideno hidrato en ácido sulfúrico, 

se produce un color yúrpura oscuro en un lapso de 5 

a 10 minutos. Al adicionar 0.15 ml. de &gua, el 

color cambia a amarillo cescano <7,28,37,38). 

!Xlt!PUBSTOS ANALOGOS 

Alfa - aminoácidos, m~tildopato (etil ester de la 

metildopa), dopa (levodopa: antiparkinsoniano). 

tiroeina y aminas biogénicae (dopamina, norepinefrina, 

epinefrina, etc.) (33). 

ACCION FAm!ACOLOGICA 

Ea el agente de mayor uso para el tratamiento de la 

hipertensión arterial. La metildopa causa una reducción 
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progresiva en la presión sanguinea y ritmo cardiáco, 

siendo el máximo de 4 a 6 horas y pereistiendo el 

efecto durante las 24 horas eiauientee, despu6e de la 

administración de una dóeis oral simple. Después de 

una dóals intravenosa, loe efectoa aparecen de l a 2 

horas (6,11). 

HRCAN I SllO DK ACCION 

El efecto hipotensor del fármaco probablemente 

resulta de la suma de varios mecaniamoe. Una de las 

acciones de la metildopa es que supone ser parcialmente 

responsable de la actividad vaeodepreeora en la 

inhibición de la conversión bioquimica de la dopa a 

dopamina, de la cual resulta un agotamiento de 

norepinefrina neuronal (que ea la reapcneable de la 

hipertensión). 

Esto ocurre también por competición entre la dopa y la 

metildopa por la deacarboxilaaa, que ea la enzima 

responsable de convertir la dopa a dopamina, siendo 

ésta la precursora de la norepinefrina. La falta de 

dopamina en las neuronas dá como resultado una 

deficiencia de norepinefrina con la consecuente 

reducción de preei6n eansuinea. En suma le metildapa 
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también ae comporta como un falso neurotranemieor, como 

ae preeenta en la fi¡¡ura No. 7 (12). 

Loe nivelee de metildopa en plasma deepuée de 60 

minutos de una d6ais intravenoea de 250 ms. eon 

aproximad!llllente de 6 mcs/ml (33). 



a. Inhibición de la deacarboxilasa. 

TiC'OBina Descarboxilasa Oxidasa 
Tirosina Norepinefrina Dopa Dopamina 

Interferencia de hidroxilaaa 
la metildopa 

b. Falso Ncurotranamioor. 

Descarboxilasa Oxidasa 
Mctildopa Mctildopa•ina Metilnorepinefrina 

Figura No. 7 Hccaniamo de Acci6n de la Metildopa (13). 
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AllSORCIOll, HBTABOLIIH> Y KXCRBSIOll 

Cuando la metildopa es administrada oralmente, 

aproximadamente el 50~ ea abeorbida en el tracto 

gaatrointestinal. Eeta aparece rápidamente en la 

orina, predominando el compueeto inalterado. También 

eon excretados alaunoe de sue conjugadoe y una peque~a 

cantidad de derivadoe deecarboxiladoe que ya han sido 

identificado.,. La excreeión de metildopa inalterada 

eigue doa curvas exponenciales. La primera tiene un 

tiempo de vida media de aproximadamente 1.66 horae en 

sujetos con función renal normal y cuenta por lo menee 

el 90% de la dóeio admini!Strada. La segunda faee ee 

mucho máe lenta. En pacientes con eevera disminución en 

la función renal, solo aproximadamente el 50X del 

fármaco ee excretado durante eeta primera fase ( t
112 

~ 

3.5 horas) y puede ocurrir acumulación durbnte le 

administración crónica. Entre ambas faaea, la cantidad 

total absorbida y la d1atribuci6n de metabolitoe en la 

orina puede variar considerablemente par diferentes 

individuales y en un miamo paciente de di& a dia. 

Eetudioe farmacolósicoa en hombre han sugerido una 

considerable variación en absorción, eiendo la baee el 

recobro urinaria. Eatudioa aobre metabolismo con 
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14 
metildopa-C en hombre han indicado que el conJuaado 

mono - O - sulfato es el producto predominante en la 

blotraneformación. La variabilidad en abeorción y 

metabolimno ea la razón para un sran intervalo en la 

dóeie efectiva. 

La media de concentración plasmática de metildopa 

libre y eu conjugado, deepuée de una administreción 

oral de una dóeie de 750 ll\l!I• es de un minimo da 0.21 

mcs/ml Y un máximo da 3.91 mca/ml., daepu~e da una 

dóeie intravenosa de 250 lll,l!I., la concentración minima 

es de 0.39 mcs/ml y la concentración máxima ea de 7.50 

mcg/1111. 

Deepuée de la d6eia oral, la máxima concentración ee 

alcanza a lae 3 horae. 

La cinética de metildopa después de una infusión 

intravenoaa puede ser repreeentadn por un 

abierto de dos compartimentos. 

compartimento 

central V 
l 

l K 
13 

metabolimno 

+ 

excreeión 

K 
12 

K 
21 
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compartimento 

perifét"ico 

modelo 



donde K , K 
12 21 

primer orden 

y K • son constantes evaluadas de 
13 

para el proceso deaianado y V ee el 
l 

volúm.en aparente de distribución para el compartimento 

central, el cual incluye sangre y plamna. 

Loe metabolitoe remanentes en orina eon 3-0-metil-

alfa-me ti ldopa o BUB conjugados (4:1>), alfa-

metildopamina o aua conjusadoe (2"), 3-0-metil-alfa-

metildopamina o BUS conjugado.e (0.3") y 3,4-

dihidro~ifenilacetona o eue conju1adoe (2.5,.J. 

Bl total (libre + conjuaado) de recobro urinario de 

metildope ee de 52 e 82,., deepuée de una dóeie 

intravenosa y de 9 a 57X, deepUéa de una dósie oral 

(21). 

TOXICIDAD Y PRBCAUCIONES 

La metildopa, ya aea en au form& oral o parenteral, 

causa regularmente aedac16n. Después de una dóeie 

simple, este efecto tiene una duración menor que el 

efecto hipoteneor y éste tiende a decrecer con la 

medicación continua. Sin embarso una laeitud 

persistente y somnolencia causan dieturbioe 

particulares en el trabajo mental. Otros ef ectoa 

referidos al Sistema Nervioeo Central incluyen vértigo, 
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liberación de prolactina con reeultado de lactación, 

signos extrapiramidalee, pesadillas y depreoión 

psíquica; el último de estos tres efectos ea menea 

común con metildopa que con reeerpina. Boca seca y 

congestión nasal pueden ser también de orisen central. 

Varios tranatornos gaetrointeetinales ocurren, aunque 

muy ocasionalmente pueden eer severos. Hipotensión 

poatural puede desarrollarse, pero esto ea con 

considerable menor frecuencia y menos eevera que 

durante el tratamiento con guanetidina. La hipotensión 

por ejercicio ea relativamente infrecuente. La 

retención de sal y agua con ganancia de peso y edema 

puede ocurrir con metildopa, aei como otros fármacos 

antihipertenaivoa. 

L:± metildopa causa un número de reacciones que 

tambiér. pueden tener bases "alérgicaa". !-!enes del 20% 

de pacientes con terapia crónic8 de rr:etildopa, 

desarrollan una prueba positiva directa de 

antiglobul ina (Coomb·a), aunqu~ la incidencia es 

relativa a la dóeis. En algunos casos la prueba de 

antiglobulina ea positiva, pero ain significancia 

clínica, pero han sido reportados un número de c~soa de 

anemia hemofilica, que deeaparece al terminaree la 

medicación con metildopa. La pruebe de antiglobulina 
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comunmente resulta positiva por muchos meses deepuée de 

la última dóeie de metildopa. Han sido reportadae 

pruebae poeitivae de factor rewnatoide y lupus como 

reeultado de la administración de éete fármaco. 

Otrae reacciones adversas incluyen fiebre 

medicamento ea y rara.mente granulocitopenia y 

trombocitopenia. 

La metildopa cruza la placenta, pero no han ~ido 

reportados efectos adversos, cuando ea utilizada 

durante e 1 embarazo ( 1, 11) . 
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C A P 1 T U L O 111 

Dl!SARROLID DKL HB'l'OOO 
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DKSA!UlOLLO DKL HBTODO 

El primer paeo en el deearrollo del método fué 

determinar le lon1itud de onda, de mAxima abeorci6n, de 

le 1Detildopa. 

Eeta "" obtuvo mediante un berrido en la re¡i6n 

ultravioleta, del cual ee pudo obeervar, que heta 

lonaitud es 280 nm, por lo que éeta ee la longitud de 

onda indicada para la determinación del fármaco. 

Para 

utilizó 

col. (39), 

el desarrollo del método crom.atográfico, Be 

como referencia, el articulo de Waleon y 

en el cual se citan laa siguientes 

condiciones: 

l. Colwnna: intercambio cati6nico (Aminex A - 6). 

2. 

3. 

4. 

Faoe móvil: formiato de amonio 0.5 H (pH = 4.3). 

Detector: ultravioleta a 280 nm de longitud de 

onda. 

Precipitación de proteinaa con HClO 
4 

ml/ml de plaoma). 

N (0.1 

Dado que no se contaban con loe requerimientos 

necesarios, ee hicieron variaciones al metodo, en la 

faee móvil, precipitante, columna. etc., lo único qu~ 

ee mantuvo constante fué la longitud de onda, a la cual 

ee estuvieron realizando lae determinaciones. 
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En la tabla No. 5 ae deecriben, en orden 

cronol6aico. lae variacionee que se llevaron a cabo y 

loa resultados obtenidos. 

De la tabla No.5 podemos ver que no obstante que se 

hicieron diferente& variacionee al método, no ee logró 

la resolución, entre la eefial de los componentes del 

plasma y la señal del fármaco, ya gue quedaba incluida 

o no ae aeparaba lo eufieiente como para poder 

cuantificarlo. Además no ee obtuvo, por medio de la 

extracci6n, má.e del 40% del fármaco recuperado por lo 

que éete método fué descartado. 

En la fijillra No. a se muestra el método de 

extracción utilizado para la detecci6n ultravioleta. 



p8 d• la Velocidad Ti_ de B • t r•ec16n Reaultadoa y 
~ r-~ ,__il do flujo -do 1~ ....... - ""'- .......,... a-.vacicnM 

("1/llln) (lllnl Utrl>Ct<r 

u...._..., ~ 0.1 al de Sin reaoltx:USn 91tre 

cu 81:«> -- 1.0 l.llD BC104 .. --- - la 11eRal d• loa -

-dol~ y el de la MI. (37). 

-1/lluff.., . '°Y°• 0.02 " 5.5 1.0 l.95 . -- --- . 
lll)l«I 

lllUmliluffer . myo4 o.Glll 6.1 1.0 2.30 . --- --- . 
«1181 

-tr~ 15:'15 6.1 0.6 3.30 . --- --- . (34) -o lllUmliluffer . cKIAlnlao «>181 6.1 0.6 4.30 . --- ... 
--1/luffor ft:Aal~ . 411:81 6.1 0.6 4.30 ...ual.1- --- -- . (27) 

sado con 
triaN 6' 

~ . 411191 5.5 0.6 3.90 . --- ... . 
lüla llo.S Yar1ac1onea realiaa!Saa al Método por BPLC utilizando Detector oltrayioleta, •n orden cronol6gico. 
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lnt~io Amtooitrilo/ Duffec 6.S 0.6 4.85 El.04 4N Sin rusolucl6n 
c..tti6nio:> 15 ' 6S 

Ac.tcnltrllo/ ~fer 
15 l 05 6.0 o.6 4.90 

licetmltrllo/ Buf(eC' 
1s : ns 4.5 0.6 4.95 u- ltHanol/ aitr:c 

ele Y pnico-.- 40 : f,Q 6.1 1.0 9.40 

luana c 18 u- "8tanol/ Bu1fec ICl O.lH Aoot4to Sin n:ioolucU:11 y e,. 40 : 60 6.1 0.6 4.90 ¡Ol-2.7 de etilo ae lagW eolo tr1 

20' de eKtraocl«i. 

Pfotanol/ 8Ulfer """"""'+ Sln t'8l!Oluc16n,ae 
40 ; 60 6.1 o.r, 4.70 clorurn lOl]r6 eolo tri 40\ 

de oodlo de catracc::16n. 

Motétnal/ ligUll 

'"" 40 
0.6 J.60 -·- Cloro[~ Se .ioalba la faoe 

trllo """"""· No"'*"' -
r&50lUCl0n • 

.. tlw10l/ ~ 
JO: 70 0,6 J.50 

U:JntU...Cltln di l& Tlbla tt>. 5 
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Int...-10 ftetanol/ AgUa '!'CA al 6" 
cati6nlco 20 : 80 1.0 0.6 3.60 neutral ludo Sin reaolucl6n 

con trizm 6\ 

Aoetalltrilo/ Buffer 
15 : '15 6.1 0.6 4.89 llC.104 .. 

Acetanitrllo/ lklffer 
10: 90 6.1 0.6 4.60 

Acetonitrllo/ ().1fCf>l'" 

7.5 E 92.5 6.1 0.6 4.60 

Acota'litrilo/ ~ttcc 
5 : 95 6.1 0.6 4.50 

Acetoiltrilo/ Buffer 
15 : B5 e.o 0.6 4.90 

Acetmütrllo/ Elllfu 
is : as 7.5 o.6 4.90 

Acotcnitrilo/ Buflor 
15: 85 7.0 o.• 4.00 

0Jntin1.1&Cl6n dm la Tllbla Ho. 5 

65 



"8tanol/ Agua 

15 : 85 

-""""' 15 = 85 

Cmtl.nUDCl.6n dit la Tabla No. 5 

0.6 

0.6 

3.5 0.6 

2.2 0.6 

4.8 0.6 

4.16 lieetanitrUo 
Se analiza l• '­
_..... Sln~ 
cllln. 

3.83 

.... 
4.50 

4.70 
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lml 

El aobrenadante 

de plasma + 0.2 ml de 

~ 
+ 3 ml de Ace- El 

HClO 4 ti. 
4 

precipitado 

tato de etil~"'- desecha. 

Faee or1ánica Faee acuosa + ml 

~ '······· ··~ 

ee 

de 

Sobrenadante + 7 ml de El precipitado ee 

·'·~··~ ~~···· 
Faee orgánica Faec acuooa ee inyecta 

ee desecha. en el cromatógrafo. 

Figura No. B Hétodo de extracción pera Detección 

Ultreviolet ... 
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Ya que exietian referencias (20) de que la 

metildopa posee fluorescencia natural. ae decidió 

cambiar el tipo de detección de ultravioleta a 

fluorescencia, probándose el mAtodo indicado por Kwan y 

col. (21), el cual ae presenta en la fi¡¡ura No. 9. 

Para este m6todo la alW.ina ae preparó eel!Ün lo 

indican Anton y Sayre (2). 

En la tabla No.6 ee detalla, cronológicamente, laa 

variaciones que ae realizaron utilizando el detector de 

fluorescencia y también los resultados obtenidos. 

Analizando la tabla No.6 se observa, que el método 

no dió loe resultados que ee esperaban, por lo que se 

procedió a probar el método de Laverty (22), el cual se 

muestra en la fisura No.10. 



l ml de plaema + 5 ml de HClO 0.4 N. 

l Agitar y centri:ugar 

alicuota de 4ml + 100 .,. de alúmina + 2.5 IDll de 

metabieulfito de eodio + 1.25 ml de edetato de eodio al 

.X . Ajustando a un pH de B.O + 0.1 con NaOH l N. 

y centrifugar. l Allitar 

eobrenadante ee deeecha. 

La alúmina ee lava con 10 ml de aaua destilada. 

l Asitar y centrifugar 

La metildopa ee eluye con 3 ml de HCl 0.05 N. 

l Agitar y centrifugar 

ml de alicuota + l ml de edetato dieódico al 4~ + 

El 

ml de aolución amorti¡¡uadora de foefato de potaeio 0.5 

M. Agitar. Adicionar o.4 ml de solución de Iodo. 

Mezclar. Adicionar 0.5ml de eolución alcalina de 

sulfito. Mezclar por 2 minutoe y adicionar 0.6 ml de 

áciacético glacial 5 H. 

l BaJ\o de agua 

minutos. 

hirviendo por 5 

Fluorómetro a 325 nm de em1ei6n y 345 run de 

excitación. 

Fisura No. 9 Método de Kwan 
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Cohmn4 y loo Velocidad 'l'impo de re Batracci6n _._y 
gitud do ordi raoe "6vU de flujo tll!l'Mli6n de= ,..._.tanta SOIW91\te ¡;,.1- ....... 1 .... 

("1/aln) .., e.u.ni nttoctar 

~ lkntapx:ll e 1 tt "'tanol/ ..... BC.l.a.• tCl 0.0511 lOD Sln f~llln d91 -

325 eacitac. 60 : 40 1.0 2.0 (&1 mkodD - ~taenl u_. hlckomindDl 1 tJl9 -
:'4~ r• Bllialm No. 14). el tJl9 ri..-. 

< 11,ao). 

! .......,,,_. lt:lO.t o.• ........,...,. 500 Se fon6 el hi&'o -! 

1 60 : 40 1.0 2.16 (g) •in»l, l*'O..., hu-
(Bl-"'I ~ta., la u_. bo nmlucllln ~ I __ ""· 16). .... _(22). 

ftetanol/lq.» 60:40 Sln ni90ba:i0n ~ 
+ clmum dllt hrn- 1.0 2.20 . . u. lM ..r..i. de 
:&al.canto al O.l\ lcm~d91 

pi- y lo.., (J,8) 

-V...-60:40 Sin ASJluc16n. Se 
t~dlltheu- 1.0 2.20 . . c*Jtuwo \SI 50I dllt 9!. 
dcc:Utr1-etll .-o-- tr-=cl6n ., ..... 
nlo al 0.01,. 

. ftet.nn:ll/~ 60:40 ~ ... 8C!. -...wde . Sin rMOlucUln. Se 
• br:ca.ro de heu- 1.0 2.22 

'°"" etilo -....... --dl.'ciltrimot.ll _,.... (K19ilt.c0> • .-ita en~ ....... ~l 50\ de .trs-

1 
ni.o al 0.01,. ra No. 16) ci.On. 

1 Altes. c18 de ""tanol/- 5:95 Sin nmli.s:Uln dlt 
t bnaJto d9 Me O.JS 4.10 Bl llftocb M' p ~ta en la 1-· """"1•. 

~ 
di.oelltd.•tll .C Mo.17 

"' nio al 0.01'. -

Metanol/lqua Acetan.itrilo C".Jorofcxm> Sin telllllll:i&I de -
s: 95 0.35 4.15 + ATA al 5\ t tris.a al --- aei\it.l•.Se *"'° 

pB•S l 10\ W1 7S\ di> utnc-

1 (l:0.016) 1 (l:0.016) ci6n.n~y 

L pH.z9 93' f'l'I agu9. 

T.lhl.i Ho.6 vartaclanoa t'ealludaa a) Ml>todo pot' UPLC utlli•ando Detectot' de Fluore:,cc-ncia, en ot'rlen 
crunolbgico. 
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Altea c 18 ftetanol/ Agua 

280n• oacitac. 5 : 95 0.35 
340 n• e•ial6n 

Metanol/~h::ió> bOttlo:> 0.35 
s : 1)4 : l 

11ot.JJnol/1qua/Aclcb dtico o.JS 
5 : 94 : l 

ftetllnoitliqua/Aeido ooklco o. 35 
5 : 94 : l 

Mlltanol/hl}ul/1toeldo lldit.ico o.35 
5 l 94 : ) 

"9tanol/8Uffcr 30;'10 
Buffer de F.Cl/la. 
.... 2.2 

"9tanol/ nu!ler: 
JO : 70 

ftltt.anol/DU1fer: 
JO • 70 

0.35 

0.35 

o.JS 

4.10 

4.58 

4.62 

4.W 

4.70 

4.65 

4.15 

.... 

71 . 

ATA pB•l triza.a. 
.... 7,5 

IOlt:Ato d9 et.i 
}.o. 2 uuao-= 
el ....... 

AmtQ\ltrilo Clorolacal 

-..todo 
etilo 

Sln reeol.LCJ.!b et- ...... 
85\ de estncci&I ... -
p1-. 



1 

Altea cl6 de fteUJrcl/kjua/k!.Acét.ioo 0.35 c.eo Aoltalitrilo + ClaroCor9l --- a.ia neolll:i6n 9lltre J.u 
30 : 69: l ....... 0.111 aeffaJ.- de lee ~ 

7.~ al di! lt:!!, del pi.._ y da la -Ul-
9itud. (Bl-dom1 ncclftn-~ dcpe. EK>t da eat.raiccl.Cin .. 

i 280 .- eacitle. nmta.,, la figl n. ll0.11) - --3«> rm uaiai6n. 

L_ 

No utili&lldo en el 111kado. 

( ) RafftWICias biblicgrAticaa. 

lll AlfA ..... lldopo. 
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2 ml de mueetra + 2.4 ml de solución 8JllOrti11Uadora 

de KH PO + 0.2 ml de I 2 

2 4 1 
agitación por 5 minutos. 

Se adiciona 1.0 ml de solución alcalina de sulfito. 

l agitación por 5 minutos. 

Se adiciona 0.6 ml de ácido acético 5 N 

l Ballo par 30 minutos a 

100 •c. 
Fluorómetro. Excitación a 260 nm y 340 nm de emisión 

Fisura No.10 Método de Lavarty 
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1 ml de muestra + 2 ml de acetonitrilo 

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

_ ~entrifusar. 
Faee acuosa ee analiza Fase orgánica ee 

en el cromatósrafo. deeecha. 

Fisura No. 11 Método de extracción con acetonitrilo 

y cloroformo 

Analizando la tabla No. 6 podemos observar que la 

extracción máxima fué del eo~. obteniendo reeolución, 

entre la señal de los componentes del plnema y la señal 

del fármaco. 

Una desventaja en el uso de éste método ea qu~ 

tiene una eeneibilidad muy bajh, ya que Ja 

concentración mínima detectable fué de 1 mcg/ml, eiendo 

eeto una gran deeventaja para loe fines a que eet6 

destinado el método, ya que para el monitoreo del 

fármaco se requiere que pueda eer detectado. cuando 

menos 0.2 mcg/ml (21,36), por lo que eete método no 

funciona para el objetivo, para el cual fue diee~ado. 
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Dadoe loe reeultadoe obtenidos por el método de 

fluorescencia, se decidió probar otro m6todo, para ver 

ei con ~l ee pedían mejorar loe resultados, par lo que 

ee euetituy6 el detector de fluoreecencia por un 

detector electroquimico, ye que ee contaban con alaunas 

referenciae en donde ee reportaba el ueo de este 

detector (5,9,10,16,19,29). 

El primer paeo para el deearrollo de eete m~todo 

fué definir el potencial en que la metildopa 

proporcionaba la mayor respuesta. Esto ee realizó 

haciendo pruebas a diferentes potenciales, obteniéndose 

la mayor reepueeta a 750 mVolte, lo que nos indica que 

la determinación de la metildopa puede realizarse a 

e etc potencial. 

El método quo ee ~iguió contaba con lao aiguientea 

carGcterietican cro~~tográficaa: 

Columna : e 18 

Faee móvil: 

uBondo.pack 

Acetato do aodio 

Acido citrico 

Acido octanaulfónico 

EDTA 

50 mH. 

:i.O mlí. 

2 ml'I. 

0.1 mlí. 

er. agua; meto.nol ( 96 ; 4) ajuatada a 

un pH = 3.5 con ácido acético (40). 

El método de extracción ce preeenta en la figura No.12. 
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1 ml de muestra + 75 llljl. de alúmina + 0.5 ml de buffer 

de foefatoe 0.1 M a un pH = B.9 - 9.0. Agitación por 

10 minutoe en Vortex. 

l centrifuMación a 2500 rpm 

por 10 minutos 

El sobrante ee desecha. La alúmina se lava con 5 ml de 

aaua deionizada. 3 minutoe de agitación en Vortex 

l centrifugación a 2500 rpm 

por 10 minutos 

El eobrenadante se deeecha. La elución ee realiza con 

400 mol de faee móvil. Agitación por 10 minutoe en 

por 10 minuto.e 

Vortex. 

1 centrifugación a 2500 rp:¡.1 

El sobrenadante ae inyecta en ol cro?:l.lltógrafo. 

Figura tto. 12 Hétodo de e.::-:.tracción pb.ra detección 

eloctroqub"iica. 

La alúmina ea activada por calentamiento a 120 ve, 

por 4 horaa. 

La aplicación del método tal cual, nea dió un 

porcentaje de recuperación de no m&a del 20%, por lo 

que ee procedió a realizar va~iacionee, una de las 

cuales fué en la cantidad da alúmina utilizada. 
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Se determinó la cantidad de alúmina que ee debe 

adicionar para obtener el mayor porcentaje de 

extracción. Esta prueba se realizó probando diferentes 

cantidades de alúmina obteniendo de cada una de ellas 

el porcentaje de extracción del fármaco. Loe 

resultados obtenidos son los que se mencionan en la 

tabla No. 7 

lllil de alúmina " de extracción 

100 20 

150 25 

200 28 

250 33 

300 35 

350 37 

400 38 

450 38 

500 39 

750 37 

1000 38 

Tabla No. 7 Variacione• en la cantidad de alllmina 

utilizada en el m6todo por detección 

e lectroquimica. 
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Como ae puede observar, la cantidad de alúminb 

óptima fué de 500 mg. 

La aplicación del método, ya con la variación en la 

cantidad de alúmina utilizada, nos dió un 50% de 

extracción del fármaco en aaua. por lo que ee 

realizaron variaciones, lae cualee ee muestran en la 

table Na.e siguiendo un orden cronológico. 

Analizando la tabla No.e, podemos observar que el 

porciento de extracción, no fu6 mayor del 55%, lo que 

nea indica, que el m6todo utilizando alúmina, no ee el 

idóneo para la cuantificación del f6rmaco. 

!a 111pgrtanta hacer raed tar, que en 6ete 116todo, 

no apareció el probl .... de la resolución entre la eeftal 

de loe c011pgnentee del pla- v la aeftal del finnaco, 

en eete ca11<1 el problema ee pre .. ntó en la eluc16n del 

f6reaco que ee encontraba adeorbido en la alllalina. 

Al obearvar loe resultados obtenidoe, ee decidió 

cambiar el m6todo, utilisendo entonces el indicado POr 

Onc y col. (30), el cual ee describe en la fisura No.13. 

No ee contaba con la centrifuca con control de 

temperatura, pero ee trató de reproducir el m6todo, 

dándonos como resultado el 70% de extracción v una 
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r~-da- al- lalff« dlll eludan --y (!!001191 a..wci .... 

ra.r.a. O.lit octl-pr~ ... llllril .... 3.5 Sii cmtwo •• '°' di estna::i&I 
·-~8.9 ••·•UD c. -~-.-. 

Glicina • un 19'"10;6 . . . 
utlliudo 1.5 al. . 

. . ...... u .... ~J.s 55' de utncc16n .. pNlb9 .. 
can 2 elucimlm. 

_ .. _. 
. . -llllril• ... ..,.a.a a. d:ltu.o \SI ~ di atno::Um 

- - 1"'"1 .i '"'" da 
.. aguo. 

la ... 

. . 11:111. 111 .,. iMtncd(Jn ....... 

( l oal 1 

. . Gllclao/ICl s. abbNo mi 6' de atncci&li • 
p9. 3.0 

1 . . '"'111. 111 ~·~-~-

l ( l IOl 1 

. 
k~·---J .. . aa dlt •trMJCidn .n 91J'.19· 

( 2 1 
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resolución no muy buena, pcr lo que ee hicieron 

variaciones al m6todo, con el fin de optimizarlo, eetae 

variacionee ee preeentan en la tabla No.9, eiauiendo un 

orden cronolóaico. 



100 mcl de pla.,.. o 1181\11'• entera + 

200 mol de HC104 1 H. Aaltar por 30 

eeaundoe en vortex. Colocar en baño 

de hielo de 5 a 10 minutos. 

1 
cantrifuaación por 20 

minuto• a 2000 rpm a 

4 ·c. 

11 80branadante .. invmcta. Lu mueetrae 11e -

..,.rdan en hielo ha•t• la 1nrecc16n qua debe 

eer dentro de lo• 30 mlnutoe, deepU611 de qua 

.. ad1o1on6 el HC104. 

Pi ... ra No.13 H6todo de Onc V col. 
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Aoet..de Sodio 50 
Ac.cltric:o 20 ... 

EmAS 0.01 ... lv::. 
octan111Ulf6nico 2lfl 
ltlot#ml al 4\. 

Ac.octanoulf6nico 
7.5 .. y "9t..mlol al 
2'. ain vari.K loa 

-~-
Ac.octanBul.f6nim 
7.5 .. y~lal 

"· 
Ac.octanaulf6nico 
e.s .,. v -=tanol at ... 
Ac. octanaulf6nla> 
12.5 llfl y .uno! 
al o.~,. 

Yelocid!ld de 
flujo (al/oln) 

0.6 

Ti""" de agl­
tM:it'n (rún) 

o.s 

1.0 

1.:10,. "' 
( 2 al) 

T.ibLa No. 9 V.riaci~ Rlliliz.adu al MM:.ada de OrSJ (JO), m on11n aal'Dl6)1.co. 
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9.0 

9.0 

9.42 

10.08 

10.50 

Baja rmmluci6n: 7C1' de 
a:t.raccitin. 

Baja¡ raaoluci6n. 9C1' 
m~acl6n. 

Bojo ...Uucl6n .... 
... ...._..,16n. 

Baje neoluci6n. 951 
de~aci6n. 

1111:)9 l'Bl1Dluci6n. 96\ 
de~acllin. 



ftl:.octanmtlf6nico 0.6 1.0 HCl04 lK .... Sin ~luci6n. 80\ de ~raci6n 
20 .... .etanol al 
0.5,. 

Ac.oct.an!Jlllf6nico ATAa16,llll+ 10.50 Sin resoluc:i6n. 70\ de ~ación 
12.S dl, 1etanal al 0.25 lll dt tri&-
o.s. - al 2Dt. 

--
"'1..•.a..."t.J.nmtlf6nlco iCl04 0.33" 10.00 ~rctmluc:i6n. 
1;i.~ ... •t.Jnol al 98\ dt ~eci6n. 
0.5,. 

/V:.dl-c.vwll.llf6nico 1.00 l.O tl:.104 0.33 " 12.60 Bscel111tr A'D:>luc:i6n. 
12.~ .... ~talal al 100. da ~ecim. 
0.5,. 

ConLinu.u:l6n de h Tabla No. 9 
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Se realizaron pruebas para ver como afectaban loe 

factores de temperatura y tiempo. Los resultadoe ee 

mueatran en la tabla No.10. 

Deapu6a de haber realizado lae modificacionee 

indicadee en la tabla No.10, ee obtuvo el m6todo óptimo 

para la cuantificación de alfa-metildopa en plasma, el 

cual se describe en la figura No.14. 



!Tiempo de a¡¡itación (minutoe) 

0.5 1.0 3.0 

2.6• 3.7• 3.6• 

Temperatura 

Bafto de hielo Temperatura Ambiente 

3.5• 3. 7• 

Variación de tiempo al inyectar 

Inyección inmediata Inyección deepu6e de 2 hre 

3.6• 3. 7• 

• Datoe de altura de la eeftal, en centimetroe, de un 

eatandard de 2 mca/ml do alfa-metildopa. 

Tabla No. 10 Hodificacionee al Método de On1. (30) 
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ml de plasma+ 2 ml de HClO 0.33 N. 
4 

Agitación por l minuto en vortex. 

j Centrifugación a 2500 

por 20 minutos. 

rpm 

El aobrenadante ee inyecta en el cromatóarafo. 

La fase móvil, con la cual ae obtuvieron loe 

~esultadoe 6ptimoa 1 consta de: 

Acetato de eodio trihidrato 50 mM. 

Acido citrico monohidrato 20JDH. 

Etilendiamino tetraacetato dieódico 0.01 mH. 

Acido decaneulfónico 12.5 ~-

Hetanol HPLC al 0.5:ic 

Todo esto en agua destilada y deionizada, 

ajuetando el pH a 3.5 con ácido ac~tico 

tllacial. 

Figura No. 14 Método De10arrollado 
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CAPITULO lY 

VALD>AC109 1111. lll?llDO 

.. 



PARTE EXPERIMENTAL 

l. EQUIPO 

Cromat6grafo de liquidoa: 

Bomba Watere Modelo M - 45 

Inyector U6K Watera. 

Detector Electroquímico 460 Watere. 

Columna ClB uBondapack de Watera. 

Registrador BBC Goerz Metrawatt. 

Centrifuga Mod. IEC HN-SII DAMON/IEC DIVISION. 

Vortex SYBRON Thenoolyne. 

Balanza analitica METTLER H54AR. 

Micropipeta automática de 200 a 1000 mcl 

Beckman. 

Microjerinsa de 25 mcl de Scientific Glaee 

Enginaering PTY. LTD. 

Potenciómetro modelo 7 de CORNING. 

2. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS 

Velocidad de flujo.- 1.0 ml/min. 

Volúmen de inyocci6n.- 25 mcl. 

Detector electroquimico.- Potencial de 750 mV. 

Rango.- 5nA. 
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Hodo oxidativo. 

Electrododo de 

trabajo.- carbón. 

Electrodo rfo 

referencia.- Ag - Ag. 

Electrodo 

KCl. 

auxiliar.-

ReBietrador.- Atenuación 20 mV. 

Velocidad de carta.- 0.5 cm/min. 

3. REACTIVOS 

Acetato de eodio trihidratado R.A. Baker 

Acido cítrico monohidratado R.A. Baker 

Etílendiamíno t•traacetato diaódico (EDTA) R.A. 

Técnica Quimic~,S.A. 

Acido decaneulfónico R.A. Sigma,S.A. 

Metanol HPLC Aldrich,S.A. 

Acido acético glacial R.A. Técnica Quirriic&.,S.A. 

Acido percl6rico R.A. B~ker 

4. PREPARACION DE SOLUCIOmlS 

PASE l10VIL 

Peear: 

90 



6.80 •· de acetato de sodio trihidrato. 

4.20 g. de Acido citrico monohidratado. 

0.038 a. de EDTA. 

3.05 a. de ácido decansulf6nico. 

Transferir eetoe reactivos, a un matraz aforado de 

1000 ml, que contenaa aproximadADlente 200 ml de agua 

destilada y delonizada, disolver, adicionar 5 ml de 

metano! y aforar con agua destilada y deionlzada. 

Ajustar el pH a un valor de 3.5 con ácido acético 

¡¡lacial. 

Lae concentraciones de loa reactivoe ante e 

mencionadoe son de 50, 20, 0.01 y 12.5 mH 

respectivamente. La cantidad de metanol adicionada ee 

de 0.5% Filtrar a través de membrana Hillipare de 

0.45 micras y degaeificar. 

SOLUC!ON DE HClO 
4 

Tomar 14.3 ml de HClO transferi:- un matraz 
4 

aforado de 500 ml. aforar con agua destilada y 

deionizada. la concentración final del ácido pcrclórico 

ee de 0.33 N. 

5. PREPARACION DE CURVA ESTAtlDARD 
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Para el deearrollo de eete trabajo ee utilizó un 

eatandard secundario proporcionado por loe Laboratorioe 

Herck Sharp and Dohme de México, cuyo certificado ee 

anexa en el ap6ndice número l. 

Peear exactamente alrededor de 10 mg de alfe­

metildopa eetandard de referencia. traneferir a un 

matraz aforado de 10 ml, aforar con agua deionizada 

(concentraci6n = l m¡¡/ml). 

Tomar una alicuota de 1 ml, traneferir a un matraz 

aforado de 10 ml, aforar con agua deioniz&da 

(concentraci6n = 100 mc•/ml). 

Tomar una alícuota de 1 ml, traneferir a un matraz 

aforado de 10 ml, aforar con plaoma (concentración = 10 

mcg/ml). Eeta ee la solución A. 

Tomar una alícuota de 4 ml de la aoluci6n A. 

transferir a un matraz aforado de 5 ml, aforar con 

plasma (concentración= B mcg/rnl). 

Tomar una alícuota de 2 ml d~ la eolución A, 

transferir a un matraz aforado de 5 ml, aforar con 

plasma (concentración = 4 mcg/ml). 
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Tomar una alicuota de l ml de la solución A, 

transferir a un matraz aforado de 5 ml, aforar con 

plaema (concentración= 2 mca/ml). 

Tomar una alicuota de 0.5 ml de la eolución A, 

tranef erir a un matraz aforado de 5 ml, aforar con 

plaema (concentración= l mca/ml). 

Tomar una alicuota de 0.25 ml de la eolución A, 

transferir .. un matraz aforado de 5 ml, aforar con 

plasma (concentración= 0.5 mcg/ml). 

Loe. eetandaree plaemáticoe ee proceean de la manera 

que a continuación ee indica. 

6. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 

Tomar 1 ml de la mueetra plasmática, adicionar 2 ml 

de HClO 0.33 H, agitar en vo~tex durante 1 minuto, 
4 

centrifugar a 2500 rpm durante 20 minutoe. Inyectar el 

eobrenadante en el cromatógrafo, siguiendo lae 

condiciones antee mencionadas. 
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PROCEDIHil!NTO DE VALIDACION 

Para definir lae concentracionee que ae utilizarían 

para la determinación del fármaco, ee tomaron en cuenta 

loe articuloe que reportan la farmacocinética de 

metildopa y contando con eetoe datoe ee definieron lae 

concentracionee a utilizar, elendo la máxima de 8 

mcs/ml y la mínima de 0.5 mcs/ml (5,21,36). 

Tambi6n ee importante hacer notar que no ee utilizó 

eetandard interno, eino que la validación ee llevó a 

cabo utilizando eetandard externo. 

En baee a lae definicionee eobre validación, dadaa 

en el capitulo de generalidadee, ee procede 

deearrollar cada una de lae pruebae deecritae. A 

continuación se detalla el procedimiento de cada un~ de 

eatae pruebae. 

l. Linealidad del Siateno..- Se prepara por 

duplicado, una curva eetand~rd del fármaco, 

utilizando como medio de dieolución HClO a 
4 

cirn . .:ti nivelee de concentración 6, 4, 2, 1 y 0.5 

mcg/ml. Se verifica la linealidad mediante la 

determinación del coeficiente de correlación. 
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2. Linealidad del Hétodo.- Se prepara por 

quintuplicado, una curva eHtandard del fármaco en 

plasma, 8e prvceea ei¡¡uiendo m6todo 

desarrollado. Se ver:fica la linealidad mediante 

el oilculo del coeficiente de correlación, la 

ordenana al oriaen y la pendiente de la curva 

resultante. 

3. Selectividad.- Se comprueba utilizando doe plasmas 

diferentes, teniendo de cada uno de ellos un 

blanco de plasma y un plasma adicionado con el 

fármaco; ea verifica la aueencia de picos y el 

tiempo de retención del alfa-metildopa. 

4. Prcciaión del Sistema.- Se preparan 7 estandaree 

5. 

al 100% de la concentración media esperada, 

(4 mcg/ml). Se evalúa la preciei6n del eistema 

mediante el cálculo del coeficiente de variación. 

Cantidad Hinima Detectable.- Se preparan 

eetandarea, en conccntracionos de 

8,4,2,l,0.5,0.25,0.12,0.06 mcs/ml, utilizando 

HClO , ea dotc~·mino. ol vnlor minirno encontrado. 
4 

6. Exactitud y ?r .Jclaión del Método.- Se preparan 

cinco curvas ,,,,'Jtsndard en plaema, en lae miemaa 
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concentraciones mencionadas en linealidad, ee 

aplica el método y se determina la exactitud 

mediante el eatadi¡¡rafo ··T de Student" y la 

precieión mediante el coeficiente de variación 

eetimado en cada nivel de concentraei6n. 

7. Reproducibilidad.- Doe qulmicoe, en doa diae 

diferentea prel'6l'an v analizan eetandaree en 

plaame. al 100% de la concentración esperada; (4 

mc¡¡/ml) evaluando loe reeultadoe mediante el 

análieie de varianza. 

8. Estabilidad de la Hueetra en Plasma.- Se prepara 

una solución eetandard en plasma, al lOOX de la 

concentración esperada (4 mca/ml); eBta eolución 

De divide en al!cuotae de 1 ml y ee almacenan a 

Temperatura Ambiente (20 'C), reíriseración 

(4 'C) y congelación (-10 'C); poeteriormentc ee 

proceean y analizan, eato a diferentes tiempas. 

9. Estabilidad de la Muestra Procesada.- Se prepara 

una solución estandard en pla8tna, al lOOX de la 

concentración esperada, ea le adiciona ol agente 

precipitante (HClO ) y se centrifuga. Sa separa 
4 

el sobrenadante v ao almacena a diferentes 
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temperaturas, refrigeración (4 •e) y congelación 

(-10 •e), para posteriormente eer analizadas a di 

ferentee tiempos. 

10. Tolerancia del Sistema.- En eete caeo ee varia el 

valor de pH de la faee móvil, para verificar como 

afecta a la detección del fármaco. Keta 

verificación se hace mediante la determinación de 

la resolución y el tiempo de retención del 

fármaco. Se tomó coB>O parámetro determinante el 

pH de la fase móvil, pues ee observó que a 

variaciones de éste había cambio en el tiempa de 

retención del alfa-metildopa, teniendo como 

consecuencia variación en la resolución. 
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CAPITDLO V 

RESDLTAOOS Y ABALISIS DE RESDLTAOOS 
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RESULTADOS 

Se preeentan a continuación loe reeultadoe 

obtenidos en las pruebae realizadae para la validación 

del método analítico para cuantificar alfa-metildopa en 

plaema. 

1. LINBALIDAD DEL SISTEKA 

Se utilizó una curva estándar cuyae concentracionee 

fueron de 8, 4, 2, 1 y 0.5 mca/ml, la curva ee realizó 

por duplicado. Para este caeo la metildopa ae 

encuentra en HCl04. 

En la tabla No.11 ae concentran loe resultados 

obtenidos para esta prueba. 

En la figura No.15 ee observa la gráfica de 

linealidad del sistema, en la cual se nota la respuesta 

lineal que existe entre los microgramos adicionados 

(concentración) y la respuesta obtenida (altura del 

pico). 

2 • LlllBALIDAD DEL llll'l'ODO 

Se utilizaron cinco curvas estándar en plasma, con 

las mismas concer. ";raciones utilizadas cuando ee 
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cuantificó la linealidad del eietema, ee procesaron 

aeaún el método y ae cuantificaron. 

Rn la tabla No.12 se concentran loe reeultadoe 

obtenidoe para esta prueba. 

Bn la fi1JUra No.16 •• ob .. rva la sráfica de 

linealidad del mátodo, con la cual podemos observar la 

re apuesta lineal existente entre loe microgramoe 

adicionados y loa micro¡rainoe recuperadoe. 

Bl cálculo de la pendiente, ordenada al origen y el 

coeficiente de correlación, se realizó mediante el 

método de regresión por minimoe cuadrados; para ello ee 

utilizaron lae siguientes fórmulas: 

n( SXY ) - ( Sx l C Sy l 
Pendiente (m) m= -----------------------------

Ordenada al origen 

(b) 

Coeficiente de 
correlaci¿n "r"' 

?. 2 
n( Sx ) - ( Sx ) 

( Sy ) - m ( Sx ) 
b ---------------------------

n 

n( Sxy ) - ( Sx ) ( Sy J 
r= -------------------------------------

2 2 2 2 1/2 
[n(Sx ) - (Sx)J [n(Sy J - (Sy)J 
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donde: Sxy 

~ 

Sy 

Suma de loe productoe de x por y. 

Suma de loe valoree de x. 

6UJ11& de loa valorea de y. 

n Nilmero de parea ordenadoe. 

Por loa datos obtenidoe de pendiente, coeficiente 

de correlación y ordenada al origen, podemos observar 

que la reepue•ta ee relaciona linealmente con la 

concentraci6n del eet,ndar adicionado, tanto para la 

linealidad del eietema, como para la linealidad del 

m6todo. AdemAe ee obeerva que el coeficiente de 

variación ee menor del 2X, lo cual ae encuentra dentro 

de loa criterios de aceptación eapecificadoa 

anteriormente. 
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lle•pu•eta 

Concentr•ci6n Altur• X de recuperación 

( mc•/ml ) ( cm ) 

0.5115 0.9 102.34 

0.5115 o.a 100.34 

1.023 1. 7 101.95 

1.023 1.8 98.22 

2.048 3.2 99.63 

2.046 3.0 98.60 

4.092 6.5 101. 78 

4.092 8.3 99.34 

B.184 12.5 98.88 

8.184 13.0 102.09 

X : 100.35 

Tabla No. 11 Linealidad del Sietema. 
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12 

8 

6 

Figura 11~ 15 Linealidad del Sis~ 
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b • 0.1044 

•• 1.3719 

r • 0.9998 

8 

.cg adicionados 



0.5 1.0 2.0 •.o e.o 

~ADIC. IOl RIC. 11:$ ADIC. IOl llllC. lil:'G ADIC. IOl RIC. tu; ADJC. IOl RH:. K::G ADIC. 
ICl """· 

0.5303 0.5167 1.0610 1.0067 2.12"0 2.1737 .. .,_ 4.3959 8.488 8.8495 

0.5115 0.5- 1.0230 1.0625 2."'60 2.Ull 4.0020 3.9823 8.184 7.9581 

O.SJSS 0.5'98 1.0110 1.0545 2.1'20 2.1698 4.2840 4.2921 8.568 B.6896 

o.~100 0.SJ(M J.0320 1.0632 2.0640 2.1378 4.1280 4.3183 B.256 B.4500 

0.5070 0.5237 1.0140 1.°'98 2.0280 1.9722 4.0560 4.0925 8.112 7.9027 

io.5200 o.5298 1.0402 1.0553 2.0l!Ot 2.1173 4.1008 4.2162 8.3216 B.3701 

Tabla No. 12 Lin••lidad del "'todo 
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8 

b - 0.01474 

•• 1.00571 

r • 0.99916 

mcg adicionados 

Figura N: 16 Linealidad del Método ( prcmedioe) 
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3. Sl!LKC'l'IVIDAD 

Se analizaron das plaam&s distintos, obteniendo de 

cada uno de ellos, un blanco de plasma y un plasma 

adicionado con el estándar de referencia. 

Se utilizó un estándar de alfa-metildopa, a una 

concentración de 2 mcg/ml. Loe plasmas utilizados 

fueron: 

Plasma A.- Plasma envejecido (después de dos años de 

obtención) . 

Plasma B.- Plasma recién obtenido. 

Dado que el plasma recién obtenido podia tener la 

presencia de aminas endógenas, que pudieran interferir 

con el método, ee decidió probar eeto, utilizando un 

plasma reciente y un plasma envejecido, ya que en el 

segundo no ae encuentran dichas aminas. 

En la figura No. 17 se pueden observar loa 

cromatogramaa obtenidos para esta prueba, en donde se 

puede observar que, a pesar de loe dietintoa tipos de 

plasma, no hay interferencia alguna entre loe 

componentes del plasma y la metildopa, ya que no hay 

ninguna ee~al que aparezca al tiempo de retención del 

fármaco. 

Para confirmar la selectividad del método, con 
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(a) 

(d) 

.. 
"' ...: 

"' o 
.; 

"' (b) ~ (e) 

Figura N': 17 (a) blanco de plamaa: recién obtenido. (b) plaRaa recién obtenido adicionado con 2 acg/al de 

alfa-.etildopa. (e) eetandar de 2 mcg/al de alfa"""9etildopa. (d) banco de plana envejeci­

do. (e) plasma envejecido adicionado con 2 mcg/•l de alfa ... etildopa. 
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respecto a catecolaminas endógenaa, ae utiliz"lron 

muestras de un voluntario e~no, 6nteo y deapuée de uné 

dóeie oral de 500 mg. del fármaco. 

En la figura No. 18 ee pueden observar loe 

cromatogramae obtenidos para esta prueba, en dQnde ee 

puede notar la ausencia de interferencias que pudieran 

presenta?" las catecolaminae ~mdógi:-nas, cqn lr~ qui'": 

prueba la selectividad del método. 

No fue posible cuantificar loe metgbolitoa d~l 

fármaco, ya que no se disponía d1:: i:lloe, r.-el'o ee tiene 

en la literatura que después de una dóeie or&l, 

aproximadamente el 30% presente en plaem& ea 3-0-

eulfato de metildopa (39). Del 80 - 90% de la dóeie ee 

excreta en orina en 48 horas, como metildo?a inalterada 

(24%), 3-0-eulfato de m~tildopa 140 6~~J. 3-0· 

metilmetildopa (4%) y fracciones de alfa-metildopamina 

y elfa-metilnoradrenalina (10%) (39,40J. Podemos 

deduclr, mediante la estructura química y los peeoe 

moleculares de eetoa metabolitoa, que tienen una 

polaridad diferente a la del fármaco, por lo cual no 

causarían interferencia con la determinación, adem&e de 

que existe bibliografía que apoya eate criterio {4}. 
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(a) r r 
Figura N'! 18 Muestras de un voluntario eauo 

{a.) aneen de la adainistrac16n de alf&"'11etildopa. 

(b) después de 3 hre.. de una d6ais oral de 500 q .. de alfa .... tildopa. 
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Se encontró en la bibliosrafia reportee de eetudioe 

anteriores, en que no se presentan interferenciae con 

alaunoe f4rmacoe, entre loe que podemos mencionar: 

propanolol, hidroclorotiazida, clorotiazida, 

adrenalina, cafe!na, dihidroxibenzilamina, 

normetanefrina, dopa.mina, deoxiepinefrina, L-dopa, 

tiroeina, metanefrina, 3-0-metildopamina, acetaminofen, 

hidrazina, guanetidina, reaerpina, clortalidona, 

clorpropamida, acetohexamida, clorpromazina, diazepam e 

indometacina. 

Dados estos reportea podemos penear ~ue no ee 

presente ninguna interferencia con la determinación de 

metildopa. Con reepecto a lae catecolruninae endógenas, 

la noradrenalina puede interferir con la metildopa, 

pero ee debe tomar en cuenta que, las concentracionee 

plaemáticae de eeta amina eon entre 0.1 y 0.3 ng/ml, 

Por lo que se considera que esto no interferirla al 

emplear el método para cuantificar al fármaco (3, 4, 

25, 28, 32). 
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4. PRBCISIOll DKL 6161'1!11A 

La precisión ee determinó con el an!lieie de 7 

eat6nderee, encontr6.ndoee eetoe en HCl04. Los 

reeultadoe ee presentan en la tabla No.13. 

No.Het6ndar mea adicio- mea recupe- X racupe-
nado e radoe ción 

1 4.0 3.9966 99.92 

2 4.0 4.1000 102.50 

3 4.0 3.9966 99.92 

4 4.0 4.0532 101.33 

5 4.0 4.1000 102.50 

6 4.0 4.1266 103.12 

7 4.0 4.0532 101.33 

X 101. 52 

DE 1.26 

% C.V.= 1.26 

Tabla No.13 Precisión del Sietema 

Con loe reeultadoe obtenidos obaervamoe que el 

coeficiente de variación ee menor del 2X, por lo que la 

precisión del sistema ee encuentra dentro del criterio 

de aceptación establecido. 
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5. <XlNCllHTRACION HINIHA DHTICTABLB 

La concentración minima detectable ee determinó con 

la preparación de una curva eetándar en HCl04, con 

valoree de concentración 8,4,2,l,0,5, 0.12, 0.06 

mc8/ml., obteniendoee loe reeultadoe que ee presentan 

en la tabla No. 14. 

La concentración minima detectable ee de 0.125 

mca/ml, ya que la concentración de 0.0625 mca/ml, queda 

do la mi"'°" lll8&nitud del ruido y ya no ee un valor 

aceptado, puee el criterio de aceptación para eete 

par6metro es que la reepUeeta eea 2 vecee la maanitud 

del ruido. 

Bn la fil!Ura No. 19 ee presenta la ar6fica de asta 

curva. 

6. KXACTI'l'UD Y PllJ!CISION DKL HBTOOO 

Betas parámetros fueron determinadoe mediante la 

elaboración de 5 curvas estándar en plasma. Loe 

resultados obtenidos ee presentan en la tabla No.15. 

Para loa c6louloe preeentadoo en la tabla No.15 se 

utilizaron lae eiauientee fórmulae: 
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Concentraci6n Altura 

( mcg/ml) ( cm ) 

8.000 11.10 

4.000 5.6 

2.000 2.80 

l.000 J.5 

0.500 0.8 

0.250 0.45 

0.125 O.JO 

0.062 0.15 

Altura de ruido • 0.15 cm. 

Tabla N: 14 Concentración M!nima Detectable 
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ALTUIAS (ca) 
12 

10 

a 

6 

4 

o 
o 10 

COICEllTRACIOI ( 1'CS/•I ) 

Figura M: 19 Concentraci6n Hlniaa Oetect•ble. 

114 



"T" calculada 

1/2 
y - 100 ) ( n ) 

s 

s 
Intervalo de confianza y+ T )(-------) 

(n-1,0.975) 1/2 
n 

donde: S desviación estándar. 

n = número de mueetraa. 

Como se puede obeervar en la tabla No.15, vemoe que 

para exactitud, loe valoree de "T" calculada, eon 

menores a loe de "T" de tablae, por lo que ae puede 

decir que, lae variacionee en la exactitud del método 

no son eignificativae, sino debidas únicamente a 

variaciones en la manipulación que ae realiza durante 

el procesamiento de las muestras. 

Para la precisión del sistema tenemos que, a pesar 

de que el coeficiente d6 variación ea mayor del 2%, 

ésta no sale de loe limites del criterio de aceptación, 

ya que se trata de un fluido biológico, por lo que 

podemos deducir que tenemos un método de cuantificación 

con una precisión o.cePtable y que laa variaciones que 

se presentan son debidas únicamente al manipul~o durante 
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CUC'Va No. CONCBHTRACION ( acg/al) 

0,5 1.0 2.0 4.0 a.o 

1 97 ,45 90.66 102.44 lOJ.58 104.26 

2 lOJ.36 lOJ.87 104.26 97.32 97.24 

3 102 .68 98.46 101.JO 100.19 101.42 

4 102 .so 103.03 103.58 104 .61 102.36 

s 103 .30 103.54 97.25 100.90 97.42 

i 102.018 101.512 101. 766 101.320 100.540 

PRBCISION 

Denv. Bat. 2.56 2 .71 2. 76 2.88 3.10 

\ CoeLYaC". 2.s1 2.67 2.71 2.85 3.08 

KXACTITUD 

PC"ueba de •T• 

T calculada 1.762 1.246 1.430 1.024 0.389 

tnteC"valo de 

Confianaa al 102.01 101.Sl 101.76 101.32 100.54 

97.5, ~ J.17 !: 3.36 !. 3.42 ! 3.57 !: 3.84 

Ttabl•a (4,0.025) • 2.716 

Tabla No. 15 K•actttud y Precia10n del M6todo, repoC"tad• en pC"ociento de 

alfa-metildopa recupeC"ada. 
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el proceeamiento de las mueetrae y no debidae al método 

desarrollado. 

7. IU!PROWCIBILIDAD DBL KlmlDO 

el 

La reproducibilidad del m6todo ee realizó 

análisis hecho por 2 analietas. en 

mediante 

2 diae 

dif~rentea, utilizando el mismo equipo para el análieie 

de las muestras, con doce muestras en total, 

obteniéndose un cuadrado de 2 x 2. Las muestras fueron 

preparadas en plasma. Loa resultados obtenidos ee 

presentan en la tabla No. 16. 

Con loe resultados obtenidos. ee procedió a 

realizar análisis de varianza. Estos cálculos fueron: 

Suma de cuadrados al analista (SCa) = 8.68 

Suma de cuadrados del dia anidado al analista 

(SCdl 3.78 

Suma de cuadrados del error (SCe) = 10.70 

Con eetoe resultados es elaboró la tabla de 

análieie de varianza ( ANADEVA ), que aparece en la 

tabla No.17. 

Observando la tabla No. 17, vemoe que la F 
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calculada ee menor que la F de tablas, Por lo que ee 

puede decir, que la diferencia entre analietae y la 

diferencia entre diae, no ee ei1nificativa para el 

m6todo; aeimiemo el coeficiente de variaci6n ee menor 

del 2X, por lo que tambi6n noe da una idea de que tan 

reproducible ee el m6todo deearrollado. 
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ANALISTA 

1 ( i ) 2 

103.06 99.96 

D 1 103.64 103.06 

101.51 102.29 

I ( .j) 

103.90 101. 77 

A 2 104.61 103.19 

104.61 101.06 

X 102. 73 

DE 1.4511 

X C.V. l.4124 

Tabla No. 18 Reproducibilidad del Método, tomando en 

cuenta el porcentaje de recupernci6n de 

alfa-metildopa. 
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PDlll'rB DI! GRADOS DI! SUllA DB RBDIA DI! p 

YARillCIOft LIBDTllD CUADROS CUADROS CALCULADA 

~AL 011 GRADOS 
Dll LillllRTllD 11 

Ali ALISTA 1 8.68 8.68 6.4897 

AHALISTA-DIA 2 3.78 1.89 1.4130 

llRROR 8 10.70 1.3375 

De Tablaa al valor de P os: F(0 •025 , 1 , 81 • 7.57 

Tabla Ro. 17 Raproducibilidad del Rétodo. Tabla de Anadeva. 
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B. BSTABILIDAD DK LA IM!STRA KN PLASKA 

Se almacenaron muestras plaemáticae adicionadae con 

el fármaco, en una concentración de 4 mcg/ml y se 

analizaron a diferentes tiempos. Loe resultados 

obtenidos se presentan en la tabla No.lB. 

Por medio de la tabla No.18, podemos observar que 

hay degradación de la metildopa en plaema 1 ya que al 
o 

cabo ds 24 horas, a temperatura ambiente (20 CJ, la 

mueatra ha perdido alrededor del 20% del fármaco; en 
o 

refrigeración (4 CJ ee ha perdido aproximadamente un 
o 

7% y en conselación (-10 CJ un 5%, en el miemo lapeo 

de tiempo. 

Con estos resultados podemos asegurar que las 

condiciones adecuadas para almacenar lae muestras 

pl&smáticaa de metildopa ea a temperatura de 
o 

congelación (-10 C), ya que aunque ee presenta 

degradación, no ea tan significativa como la que se 
o 

obtiene a temperatura ambiente (20 C)¡ aún aei ae debe 

tratar que el procesamiento de lae mueetrae plasmáticas 

sea lo máe rápido poeible. 

En la figura No. 20 ee presenta la gráfica en donde 

se observa la magnitud de la degradación del fármaco, a 

las diferentes temperaturaa. 
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~ . 
o.o Bro. 

1.0 Br. 
3.0 Brs. 

6.0 era. 

24 Br11 .. 

96 era. 

Tabla Ho. 18 

Temperatura Am- Refrigeraci6n Congelaci6n 

biente 20 ºe 4 ºe -10 ºe 

99.36 99.36 99.36 

92.40 

87.34 98.67 

81.25 95.51 

67.25 92.79 95.49 

81.08 92.64 

Estabilidad de la "uestra en Plasma, reportada en porciento 

de recuperaci6n del fAraaco. 
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o 24 48 72 96 120 

- Aabieote -t-- Refrigeración --* Congelación 

Figuro N: 20 Estabilidad de. la .ue11tra en plasma 
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9. EST&lllLllWI DE JA llllESTU PIOCESADA 

Se procesaron muestras plasm,ticas adicionadas con el fárm!_ 

co, a una concentración de 4 mcg/ml, se almacenaron y anal! 

zaron a diferentes tie•poa. Los re•ultadoa se presentan en --

la tabla No. 19. 

Analizando la tabla No. 19 podemos observar que, la me-

tildopa es mis estable en la muestra ya procesada, porque -

aunque se presenta degradación, iista no es mayor del 10%, -­

cuando la muestra se mantiene en congelaci6n (-10 ° C) durante 

14 días y del 1S% cuando la muestra se conserva en refrigera-

ción ( 4 C), durante este 111.isao lapso de tiempo. 

Si comparamos la estabilidad de la muestra plasmá-

tics y la de la muestra ya procesada, vemos que la segunda ea 

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

el sniilisis de la muestra inmediatamente, seda conve--

niente procesarla almacenarla temperatura de con-

gelación. 

En la figura N! 21 se presenta la gráfica en donde 

se observa la magnitud de la degradación del fármaco• cua!!. 

do la muestra se encuentra ya procesada y almacenada 

a diferentes temperaturas. 
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~ Refrigeraci6n Con9el11ci6n 

4 ºe -10 ºe . 

o 98.41 98.41 

2 96.23 98.21 

7 92.53 95.93 

9 91.22 93.54 

14 86.67 91.36 

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

de recuperaci6n del f4rmaco. 
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z lllCIJRIADO 
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100 

80 
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40 
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o 10 12 14 16 

DI.AS 

-·- ll!PUGERACION --j- COllG!LACIOB 

·rigura 1: 21 Estabilidad de la muestra procesada 
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10. TOLIDWICIA DKL SISTIQIA 

Se probaron dos modificaciones a la fase móvil, 

veriendo a ceda una de ellas 0.6 unidades de plf. 

Para analizar la tolerancia del sistema se toma 

como indicador la Resolución del crome.to•rama. La 

fórmula para obtener el valor de resolución ee la 

siguiente: 

donde: 

2( T - T ) 
2 1 

Resolución = -------------------w + w 
l 2 

T = tiempo de retención (minutos). 

w ancho del pico (centímetros). 

pico de referencia. 

2 pico de metildopa. 

Loe resultados obtenidoe ee presentan en la tabla 

No. 20, en donde podemos observar que la reeoluoi6n no 

ee .Íe arandemente afectada al hacer la variación en el 

velor de pH de la faee móvil, aunque a un valor de pH 

de 4.0, ei hay una disminución en la reeoluci6n, lo que 

ee deberá tomar en cuenta al reproducir el m6totlo. 

Be conveniente ee~alar, que como no ee utilizó 

eetándar interno, en el m6todo, p~ra cuantificar la 
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pB ele la fase Tl T2 
llllYU 

BC104 3.13 10.75 

~ 
Pla- 4.10 10.75 

BC104 3.46 12.66 

hl (*) 

Plaaaa 8.00 12.40 

ac104 3.50 10.58 

!.:..2. 
Plaa•a 6.83 10.36 

(•) Condiciones nora.alee de uso. 

Yalocidad de carta = 2 cm/•in. 

"1 "2 

0.4 1.66 

1.5 1.80 

0.4 1.80 

1.2 1.90 

0.5 1.60 

1.0 1.70 

Tabla No. 20 Tolerancia del Sistema 
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7.62 

3.993 

7.82 

3.00 

6.74 

2.61 



reeoluci6n ae tomó en cuenta: 

a .. Cuando ae utilizó curva estándar en HCLO ee 
4 

tom6 el último pico de la ee~al de éste como el 

pico de referencia para calcular la resolución. 

b. Cuando ee utilizó curva estándar en plasma, ee 

tomó el pico máe cercano al de la metildopa, 

eiendo éste el de un componente del plasma, para 

utilizarlo como pico de referencia al calcular 

la resolución. 

Por este motivo, ee eatá reportando la resolución 

en loe dos medios en que ee puede encontrar el fármaco, 

dependiendo esto de la prueba que se eoté realizando. 



CAP l TOLO Vl 

CORCLOSlORES 

130 



e o N e L u s I o N E s 

l. Se desarrolló un método adecuado a nuestras 

condiciones. sin un proceso 

complicado y rápido, que es 

utilizado, posteriormente, en 

fármaco. 

de manipulación 

factible de eer 

el monitoreo del 

2. El método desarrollado ee encontró ser: 

Lineal. Con un coeficiente de correlación de 

0.9997. 

Preciso. Con un coeficiente de variación de 

2. 764:11:. 

Exacto. 

Selectivo. No presentando interferencias con los 

componentes del plasma. 

Reproducible. 

3. La concentración minima detectada fué de 125 

ng/ml. 

4. La tolerancia del sistema ea aceptable en un rango 

de + 0.5 unidades de pH. 

5. Las muestras plasmáticas se degradan un 20%, en 24 
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o 
horas a temperatura ambiente, 4 días a 4 e y 14 

o 
dias a -10 C. 

6. Las muestras plasmáticas ya procesadas, presentan 

mayor eetabilidad, obeerv,ndoee una degradación de 

aproximada.mente el 10~, en un lapso de 14 diae, 
o o 

tanto 8 4 e como 8 -10 c. 

lll 



CAPITULO VII 

APERDICI! A 
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MSO L/>BORATORIOS PROSALUD, S. DE R.L. DE C.V. 

CERTIFICADO DE ANALISIS 

SPL423 Katildopa u.s.P. 

Lote: 90104 

Color 

Olor 

ESPECIFICACIONES 

Forma 

Apariencia 

Identidad (U. V.) 

Agua (¡¡,p.) 

Ensayo (B.S.) 

Identidad (l. R.) 

Rotaci6n Específica 

RESULTADOS 

Blanco 

Sin olor 

Polvo Pino 

Limpia 

Pasa prueba 

ll. 67% 

100.12% 

Pa1a prueba 

-26. 36' 

·. :. 

11 ~~r,,., 

t':, .. ; M[•·r.•, .' 
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