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RESUMEN (en espafiol)

En la actualidad la medicina y la salud, y por elademedicamentos, constituyen uno
de los principales puntos de interés de la sociddadnedicamento es un producto| de
alto valor afiadido fruto de procesos de invest@gcdesarrollo e innovacion que |ha
mejorado la calidad y esperanza de vida. Para gd&rmaco pueda salir al mercada se
precisa de una fuerte inversion econdmica que peettavar a cabo un largo procesq de
investigacion y estudios clinicos, seguido de guseiento de todo el ciclo de vida de
estos productos por parte de los laboratorios feénticos y las autoridades sanitarjas,
con el fin de asegurar la calidad de los farmacds vigilancia de su efectividad|y
reacciones adversas asociadas.

Las enfermedades crénicas son enfermedades dedargaion y por lo general de
progresion lenta que afectan cada vez a un nimayomae personas. Por lo tanto son
uno de los principales problemas de salud de eS&mpos, tanto en paises
desarrollados como subdesarrollados. En este g@pentermedades, los tratamientos a
base de medicamentos tan solo sirven para mejarprablema durante el tiempo que
se aplica el tratamiento. Este es el caso deédadidn del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y el desarrollo del sindrome de inndefiwiencia adquirida (SIDA).
Hoy en dia no existen tratamientos que curen dataian, en cambio si que existe una
variedad de medicamentos antirretrovirales que aywad disminuir la carga viral del
VIH hasta niveles indetectables, consiguiendo i@ enfermedad haya pasado de ser
considerada letal (en la década de los 80 y piogige los 90) a enfermedad cronica.
Otro ejemplo de enfermedades cronicas, que tienargtan incidencia en la sociedad
actual, son aquellas ligadas a los fendmenos decién 6sea, como son la enfermegdad
de Paget, el mieloma mudltiple, la osteoporosis médéstasis dsea. En este caso, los
bifosfonatos resultan ser el principal medicamemie se administra con el fin de
retardar y paliar la pérdida de masa 6sea. Pemueias ocasiones, los tratamientos a
base de medicamentos de enfermedades crénicasnomrfan y debe investigarse
cudles son las razones de que esto suceda.
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El desarrollo de técnicas instrumentales que pamat analisis de mezclas de farmgcos
en preparados farmacéuticos y en muestras bioKgésade vital importancia, tanto|en

las fases de investigacion de desarrollo del faomasmo en las posteriores etapas de
seguimiento del ciclo de vida del mismo. De estelonge puede estudiar su calidad, el
desarrollo de nuevas formulaciones o el grado dea@& de la adherencia |al
tratamiento de un paciente. Esto Ultimo se hacemaéssario en pacientes cronicos, a
los cuales se les administra durante un largo geme tiempo un mismo medicamento,

ya que la eficacia del mismo puede ir variandoe@diempo asi como su toxicidad. FPor

todo ello, la Quimica Analitica, mediante sus difées técnicas de cromatografia y
electroforesis, resultan ser una herramienta mégesaria que permite cumplir parte de
estas necesidades.

En este contexto, la presente Tesis Doctoral, serccen el desarrollo de técnicas
analiticas, que permitan de manera mas o menosliaeseparar y cuantificar en
plasma humano o en preparados farmacéuticos doslegafamilias de farmacps
asociadas a tratamientos de enfermedades crotosaantirretrovirales suministradps
en enfermos seropositivos y los bifosfonatos. Akpresente trabajo se ha dividido| en
tres partes:

Desarrollo de métodos de separacion y cuantificagcidé de farmacos
antirretrovirales basados en la cromatografia de tjuidos y deteccién UV.Se han
puesto a punto dos métodos cromatograficos simpdesibles y especificos basados en
una elucion en gradiente y una elucion isocrat@ae fa separacion y cuantificacion

simultanea de farmacos antirretrovirales diferenRera la separacion en gradiente,
basada en una cromatografia en fase reversa, usaadwmlumna C18 (25 cm x 4.6 mm

d.i. y didmetro de tamafio de particular 5 pm) yedabn UV, se han separado (en 15
minutos) y cuantificado los siguientes farmacosriaattovirales: abacavir, nevirapina,
efavirenz, tenofovir, indinavir, atazanavir, amgein, ritonavir y lopinavir. La fase
movil estd compuesta de una mezcla de un tampérstitos (NaHPQs 7 mmol/L, pH
6.0) y acetonitrilo. El flujo de la fase moévil @fen 1,5 mL/min. Una vez optimizagda

la separacion se ha encontrado que la linealidadeystable para cada compuesto en el
intervalo 50 ng/mL — 10000 ng/mL y, que los limiteEsdeteccion, son adecuados para
su cuantificacion en plasma.
Para el tratamiento de las muestras de plasmanggaca una extraccion liquido-liquido
(basada en el uso de tertbutilmetileter) y unaaexitn solido-liquido (SPE) haciendo
uso de cartuchos C18. La extraccion sélido-liquidostré ser la mejor opcion
obteniéndose buenos resultados de recuperaciordo>80precision (<15%) en el
andlisis de muestras de plasma dopadas con taglé&rioacos (excepto el tenofovir).

En una segunda fase, ante el aumento del uso dg fémtmacos pertenecientes a la
familia de los inhibidores de la proteasa, y basaadn las condiciones cromatogréfica
del método de separacion anterior, se pone a puntométodo de separacipn
cromatografica isocratica en fase reversa y deiactlV que permite el analigis
simultaneo en 20 minutos de 10 farmacos antirrel®s: nevirapina, efavirenz,
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indinavir, atazanavir, amprenvir, ritonavir, lopira saquinavir, nelfinavir y tipranavir.
Nuevamente, una vez optimizadas las condicionesrddisis se obtienen buenos
resultados de linealidad en el intervalo 100 ng/mR0000 ng/mL (en el caso del
tipranavir hasta 50000 ng/mL) y unos limites deedetn adecuados para |su
cuantificacion en plasma. Haciendo uso de la SPHBasealculado la recuperacion
(>90%) y precision (<20%) para varios de estos &ws en muestras de plagma
dopado.
Por dltimo, aplicanddos dos métodos cromatograficos, se analiza unastnaude umn
paciente seropositivo al que se le suministra Kal@opinavir + ritonavir), ademas de
otros farmacos como son: Orfidal, Seroxat o Vid8g. obtienen para esta muestra
resultados acordes a lo esperado, ademas de emrgiatno se muestran interferencias
a pesar del nimero de farmacos que se le admimatzaciente.

Desarrollo de métodos de separacibn y cuantificagid de farmacos
antirretrovirales basados en la electroforesis cafar (CE) y deteccién UV.
En esta etapa, se desarrollan dos separacionelesiyngapidas de electroforesis caplilar
(MECK) para la determinacién de indinavir, ritomagaquinair, nelfinavir, lopinavir
amprenavir, darunavir, atazanavir, estavudina, vzidma, didanosina, nevirapina,
efavirenz y raltegravir. Los andlisis se realizanum capilar de 75 um de diametro
interno y 48.5 cm de longitud (detector situad®arh), siendo la deteccién a 200 nm.
Para uno de los métodos se utiliza un tampoén costpude SDS 15 mmol/L + 10
mmol/L de tetraborato sédico a pH 9.2 y 30% deamttlo. En el segundo método de
separacion la composicion del tampon es la mismxaepto la proporcién de
acetonitrilo (5%). Las muestras se inyectaron hiod@micamente aplicando 50 mbar

durante 6 segundos, y en todos casos todos loadasrse separan en menos de 10
minutos. En el primer caso el potencial aplicada yemperatura son 20 kV a 25 °C y

en el segundo 30 kV a 40 °C. Una vez optimizadaslds separaciones, se evallaluna
de las dos para el andlisis de indinavir, nevirapirraltegravir en muestras de plasma
humano dopado. Para ello se utiliza una extrac6BE similar a la empleada en| el

apartado anterior, encontrandose valores de pbecisecuperacion y sensibilidad
adecuados.

Desarrollo de técnicas de separacién acopladas aREMS para la cuantificacion de
bifosfonatos La separacion y cuantificacion de bifosfonatossii® siempre un reto
para la Quimica Analitica debido a la ausencia mg@as cromoforos en este tipo |de
moléculas. Tradicionalmente, los métodos existerdes han decantado por |la
derivatizacion de estas moléculas y su posteridecd®n mediante una técnica
espectroscopica. En este trabajo, se demostravéialididad de acoplar de manera
sencilla separaciones cromatogréficas o electrtifasta detectores elementales (ICP-
MS) que nos permitan la cuantificacion de estosn&é&os en muestras acuosas
monitorizando®!P. En una primera fase se han puesto a punto dumaséones
cromatograficas (una cromatografia de intercambidréca y otra de pares iGnicags)
gue permiten separar y cuantificar dos bifosfonaalendronato y clodronatp)
pertenecientes cada uno a las dos familias exestedé estos medicamentos. |La
cromatografia de intercambio anionico se realizawo gradiente de una fase movill de
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acetato de amonio pH 4.2 (de 10 mmol/L a 100 mmolla columna utilizada esta
rellena con un polimero con grupos amonio cuaterr{dré x 75 mm, 6 um de tamafio

de particula). En los pares iénicos la fase modsih ecompuesta de una mezcla 10
mmol/L de acetato de amonio pH 4.2 + 1.5 mmotle hidrogenosulfato ¢
tetrabutilamonio y de metanol (85/15, v/v). Con asibeparaciones se obtienen buenos
resultados de linealidad (intervalo: 5.0 a 80.0mlg/y limites de deteccion adecuados

para el analisis de la pureza de estos farmacosanBmos casos se ha usado| un
espectrometro de masas de alta resolucion, Thelemoet 2.
En una segunda fase, se han desarrollado estuditimipares para optimizar |a
separacion y cuantificacion del alendronato y @adto, mediante electroforesis
capilar acoplada a un ICP-MS con celda de colisn@delo iCAP-Q. En este caso|se
han probado diferentes aproximaciones y herramsequia pueden mejorar la detecgion
del fésforo, basadas en la tecnologia de la cellacalision. No obstante, se |ha
comprobado que se obtienen buenos resultados drelmajen modo estandar. La
separacion se ha realizado utilizando un tampomidegHCOz: 4 mmol/L, pH 8.3 y
aplicando un voltaje de +30 kV en un capilars@®0 cm de longitud total y 75m de
didmetro interno a 25 °C. Con estas condiciondsaseomprobado la linealidad en el

intervalo 10-100 pg/mL y se han calculado los mitle deteccidn para el alendronato
obteniéndose resultados similares a los alcanzamo$a cromatografia de liquidos (de
intercambio anidnico y pares ionicos) acoplada al@R-MS de alta resolucign
desarrollada previamente.

RESUMEN (en Inglés)

Currently, medicine and health, and therefore drags one of the main points
interest of society. A drug is a product with higtided value which is the result|of
research, development and innovation that have awegt the quality and life
expectancy. In order to release a drug into theketaa strong economic investment is
necessary for undertaking a long process of relBeamnd clinical studies, followed by
monitoring the entire life-cycle of these produiysthe pharmaceutical companies and
the health authorities, in order to ensure the iuaf drugs and the monitoring of
effectiveness and adverse reactions.

Chronic diseases are diseases of long durationganérally slow progression that
increasingly affect a greater number of people.rd@loee they are one of the major
health problems of our time, both in developed anderdeveloped countries. In this
kind of diseases, the treatment with drugs onlyeseto improve a problem as long|as
the treatment is applied. This is the case of tidacwith human immunodeficiency
virus (HIV) and the development of acquired immuefadency syndrome (AIDS).
Today there are no treatments to cure this comdilowever there does exist a variety
of antiretroviral drugs that help reduce HIV vitahd to undetectable levels, changing
this disease from being considered lethal (in thdye80s and early 90s) to chronic

disease. Another example of chronic diseases, whare a significant impact on

society today, are those linked to the phenomenbhook resorption, such as Paget's
disease, multiple myeloma, osteoporosis or bone astetes. In this case,

bisphosphonates appear to be the main drug adermisin order to delay and mitigate
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the loss of bone mass. But often, treatments willysifor chronic diseases do not wprk
and should be investigated what the reasons atbifobehavior.

The development of instrumental techniques forahalysis of mixtures of drugs |in
pharmaceutical preparations and in biological sas of vital importance, both in the
research phases of drug development, and in teedttges of life-cycle tracking of the
same. In this way it can be studied the qualityetipment of new formulations or the
degree of effectiveness of adherence to treatnfemipatient. The latter becomes mpre
necessary in chronic patients, whom are adminidtdre same drug over a long perjod
of time, and that the effectiveness of it may sbifer time and such as toxicity t0o.
Therefore, Analytical Chemistry, through its di#et techniques of chromatography
and electrophoresis, prove to be a useful and sapesool to meet some of these
needs.
In this context, this PhD Thesis focused on theettgyment of analytical techniques
that allow, more or less easily, separate and dyaimt human plasma or drug
formulation two large families of drugs associatégth treatments of chronic diseasgs:
antiretroviral supplied to seropositive patientsl Aisphosphonates. Thus, this work |has
been divided into three parts:

Development of methods for separation and quantifetion of antiretroviral drugs
based on liquid chromatography and UV detection.Two simple, sensitive and
specific chromatographic methods based on gradiknion and isocratic elution for
separation and simultaneous quantification of dffé antiretroviral agents have been
developed. For the gradient separation, basedrewesise-phase chromatography, using
a C18 column (25 cm x 4.6 mm i.d. and particle ditansize 5 um) and UV detection,

the following antiretroviral agents have been safaal (in 15 minutes) and quantified:

abacavir, nevirapine, efavirenz, tenofovir, indimaatazanavir, amprenavir, ritonayir
and lopinavir. Mobile phase was a mixture of a piases buffer (7 mmol/L ¢
NaHPQi, pH 6.0) and acetonitrile. The mobile phase fleavgeét at 1.5 mL/minOnce
optimized separation has been found that the lityeisracceptable for each compound
in the range 50 ng/ml - 10000 ng/mL and the detectimits are suitable fg
quantifying them in plasma.
To treat plasma samples a liquid-liquid extractiqextraction based gn
tertbutilmetileter) and a solid-liquid extractiorSRE) using C18 cartridges are
compared. The solid-liquid extraction was found#othe best choice with good results
of recovery (>80%) and precision (<15%) in the gsial of plasma samples spiked with
all drugs (except tenofovir).
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=

In a second phase, with the increased use of athgys belonging to the family of
protease inhibitors, and based on the chromatograptnditions of the previous
separation method, an isocratic reverse-phase cttogmaphic separation method and
UV detection is set, which allows the simultane@malysis in 20 minutes of 10
antiretroviral drugs: nevirapine, efavirenz, indimaatazanavir, amprenavir, ritonayir,
lopinavir, saquinavir, nelfinavir and tipranavir.gain, once optimized analysis
conditions, good results of linearity are obtainethe range 100 ng/mL - 20000 ng/mL




(in the case of tipranavir to 50000 ng/mL) and ahli limits of detection for thel

guantification in plasma. Using SPE, recovex9Q%) and precision (<20%) for sor
of these drugs in spiked plasma samples have lzdeulated.

Finally, using both chromatographic methods, a darmpan HIV-positive patient wh
is treated with Kaletra (lopinavir + ritonavir), dother drugs such as: Orfidal, Serg

or Videx is analyzed. For this sample are obtaire=ailts in line with expectations, |i

addition it is found that interference are not shalespite the number of drugs that
administered to the patient.

Development of methods for separation and quantifetion of antiretroviral drugs
based on capillary electrophoresis (CE) and UV detgion.
At this stage, two simple and rapid separationsdpjllary electrophoresis (MECK) f

the determination of indinavir, ritonavir, saquinanelfinavir, lopinavir, amprenaﬂr,

darunavir, atazanavir, stavudine, zidovudine, didare, nevirapine, efavirenz
raltegravir are developed. Analyses are performred icapillary of 75 um intern
diameter and d 48.5 cm length (detector locatedd@tcm), with the detectiq
wavelength set at 200 nm. For one method a buéferposed of 15 mmol/L SDS +
mmol/L sodium tetraborate at pH 9.2 and 30% actitmiis used. In the secol
method of separation the composition of bufferhis same, except the proportion
acetonitrile (5%). Samples were injected hydrodyicaity by applying 50 mbar for
seconds, and in all cases all drugs are separateds than 10 minutes. In the first c
the potential applied is 20 kV at 25 °C and in #exond 30 kV at 40 °C. On
optimized the two separations, one of the two naghe evaluated to analyze indina
nevirapine and raltegravir in human spiked plasamames. For this purpose an S
extraction similar to that used in the previoustisecwas used, finding values
precision, recovery and sensitivity suitable.

Development of separation techniques coupled to IGKFIS for quantification of
bisphosphonates.

The separation and quantification of bisphosphanhtes always been a challenge
Analytical Chemistry due to the absence of chroneophgroups in this kind (¢
molecules. Traditionally, existing methods have edptfor derivatization of theg
molecules and subsequent detection using a spegpigstechnique. In this work, tk
feasibility of coupling easily chromatographic otearophoretic separations
elementary detectors (ICP-MS) that allow quantifgse drugs in aqueous samples
monitoring 3P will be demonstrated. In a first phase, two cratmgraphic separatio
(an ion pair chromatography and an anion-exchargentatography) for separati
and quantifying two bisphosphonates (alendronatk @dodronate) each belonging
the two existing families of these drugs have bdewmeloped. The anion-exchan
chromatography is performed with a mobile phaseligrd of pH 4.2 ammoniuf
acetate (from 10 mmol/L to 100 mmol/L). The colunmsed is filled with a polyme
with quaternary ammonium groups (4.6 x 75 mm, plrtsize 6 um). For ion pa

chromatography the mobile phase is composed ofxéursi of 10 mmol/L ammonium

acetate pH 4.2 + 1.5 mmol/L tetrabutylammonium bgeén sulfate and methar
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(85/15, v/v). Good results of linearity (range: 5;B0,0 pg/mL) and detection lim
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suitable for the analysis of the purity of thesegdrare obtained with both separations.
In both cases a high resolution mass spectromeberiho Element 2) has been used.

In a second phase, some preliminary studies tolae\aeseparation and quantification
of alendronate and clodronate, by capillary elgdtoyesis coupled to an ICP-MS with a
collision/reaction cell (ICAP-Q model) are optimizdn this case, different approaches
and tools which can improve the detection of phosp, based on the technology, of
the collision/reaction cell have been used. Howevdras been found that good results
are obtained by working in standard mode. The sejoar was performed using a 4
mmol/L NHsHCO;z buffer, pH 8.3 and applying a 30 kV voltage onapiltary of 50.0
cm total length and 75 microns of internal diameite25 °C. Under these conditions the
linearity in the range 10-100 pg/mL was tested gneddetection limit for alendrongte
has been calculated, obtaining similar results bwsé¢ achieved with liquid
chromatography (anion-exchange and ion pair chrognaphy) coupled to a high
resolution ICP-MS previously developed.
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l.1. FASES EN EL DESARROLLO DE UN FARMACO E IMPORTANCIA DE
LA QUIMICA ANALITICA DURANTE DICHO PROCESO

I.1.1. Consideraciones previas

Segun el articulo 8 de la ley 29/2006 de 26 de,juin medicamente es: “toda
sustancia o combinacién de sustancias que se pEesemo poseedora de propiedades
para el tratamiento o prevencion de enfermedadsgres humanos o que pueda usarse
en seres humanos o administrarse a seres humanacd @o de restaurar, corregir o
modificar las funciones fisioldgicas ejerciendo @aeaion farmacoldgica, inmunologica
0 metabdlica, o de establecer un diagnéstico médirodefinitiva, se puede decir que
un medicamento se trata de un farmaco o combinat@didrmacos integrados en una
forma farmacéutica y que produce un efecto bemsiicien la salud. Por farmaco se
entiende a la sustancia (principio activo) capazimderaccionar con un sistema

bioldgico y modificar su actividad funcional.

Un medicamento es un producto de alto valor aiGaffidto de procesos de
investigacién, desarrollo e innovacion. En la alidaal ha pasado de la esfera sanitaria
a la esfera social convirtiéndose los propios adadas, mediante su uso, en participes
de su propia salud. La sociedad en general habj@waigue gracias a los medicamentos
la calidad de vida es mejor y la esperanza de widgor. Ademas todo esto ha
contribuido a una mayor eficiencia en el trabaj,que ayudan a evitar y solucionar
bajas laborales. Por lo tanto, los farmacos estéimdmente relacionados con la

sociedad, tal y como se muestra en la Figura 1.1.

Como ya se ha comentado, un medicamento es un gioodwto de la
investigacion y el desarrollo. Por lo tanto, pane gn farmaco pueda salir al mercado
se precisa de una fuerte inversién econémica. fitsteeria posible sin la aportacion de
la industria. Es por ello, que la fabricacion y evamlizacion de medicamentos es un
negocio que puede ser muy lucrativo, pero que gmedé una gran inversion con un
riesgo muy alto, ya que al final de un largo proces investigacion y estudios clinicos
(se estima que desde que se descubre una molécutdecto interés terapéutico hasta
gue recibe la aprobacion para su autorizacion pupdsar unos 10 afios) la vida de un

medicamento que consigue salir al mercado puedawsgtimitada.

L1 3
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Autoridades

Figura I.1. Esquema de la relacién entre los medicamentosgdi&dad

En la actualidad la medicina y la salud, y por ende medicamentos,
constituyen uno de los principales puntos de isteéigla sociedad. Se estima que mas
de un 80% de la poblacién en Espafia hace usomeadés y un 40% realiza blusquedas
sobre los mismos en Internet. La eficacia de maickeolos medicamentos ha hecho que
por ejemplo, desde la aparicion de los inhibidaftesla proteasa, la mortalidad en
enfermos de SIDA (sindrome de inmunodeficienciauaittp) haya disminuido en un
80% y que gracias a la introduccién en el mercagltod inhibidores de la bomba de
protones las cirugias por Ulcera se hayan redwemidon 75%. En cuanto a su relacion
con la sociedad es frecuente encontrarlos en sepkaside salud o paginas de sociedad
de diarios nacionales, noticiarios de radio y teién, temas recurrentes en arte, cine,
literatura y temas estrella en busquedas de Irteebido a la fuerte implicacion de la
industria y la sociedad en negocio de los medicémsefa intervencion y participacion
de las autoridades sanitarias durante todo el aelovida de un farmaco se hace
esencial. Estos organismos de control aseguraalla sle los pacientes mediante el
mantenimiento de unas normativas muy estrictasigeates que cualquier laboratorio
farmacéutico debe cumplir para poder comerciabaarproductos.

Antes de comenzar, es necesario aclarar el sigdiicle tres términos que en la
mayoria de las ocasiones se usan indistintamemtguauno significan lo mismo. Se

trata de las definiciones de farmaco o principitivac medicamento y droga.
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» Principio activo o farmaco. Es la sustancia responsable de la aparicion de un
efecto farmacoldgico. Es decir, se trata de untasom capaz de interaccionar

con un sistema biolégico y modificar su actividaddional.

* Medicamento. Se podria definir como aquel producto que, en dadésuadas,
es capaz de producir un efecto beneficioso enlla $aen sea previniendo una

enfermedad, curando, paliando o incluso diagnasticain estado patologico.

» Droga. Este es el término que méas confusién suele acadebdido en gran
parte al uso que se le da en inglés. Se podriaide# una manera sencilla,
como aquella sustancia sin purificar que puedeymiodin efecto en un sistema

bioldgico.

Otro término que se usa frecuentemente es el dmafoo formulacion
farmacéutica. Este se podria definir como la forque es necesaria dar a un
medicamento para dotar al principio activo de upagmcteristicas que lo hagan

adecuado para su administracion en el organismo.

I.1.2. Etapas del desarrollo de un farmaco y papel de la @mica Analitica en

dicho proceso.

No es descabellado decir que el desarrollo de ffsméa supuesto una
revolucion en el area de la salud. No obstante gae estos medicamentos cumplan su
funcion debe poder asegurarse la méxima eficasegyridad de los mismos. Esto pasa
entre otras cosas por controlar la produccién a @scala del preparado, evitar la
existencia de impurezas no deseadas y garantizadr@nistracion de la cantidad
adecuada al paciente. Con el fin de poder asetfgr@ixigencias regulatorias necesarias
para que un farmaco consiga su autorizaciérQuémica Analitica, mediante sus
diversas técnicas, juega un papel fundamental. d2bdd) la Quimica Analitica posee
importancia en todas y cada una de las distintgsastde desarrollo de un farmaco,
desde su produccién hasta la aplicacion al pacigatgéemos ver un resumen de esta

aseveracion en la Figura 1.2).
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Figura 1.2. Etapas de desarrollo de un farmaco en las que imi€a Analitica puede jugar un papel
fundamental.

El proceso de descubrimiento y desarrollo de uwvamueedicamento es un largo
proceso, muy laborioso y costoso. Generalmentepsgenza con la identificacién de
una proteina involucrada en una enfermedad detadainEste proceso puede durar
entre 2 y 5 afios y en él los métodos bioanaliticegan un papel fundamental,
particularmente los estudios de protedmica y gecérgue buscan los biomarcadores
especificos a través de metodologias de espectiardetmasas (“Mass Spectrometry”,
MS) mayoritariamenté3

Una vez se ha reconocido la macromolécula lighgeoaeso bioldgico que sera
la diana del nuevo medicamento, se deben encadtarcturas quimicas o biolégicas
gue interaccionen con la proteina identificadagvpquen un efecto beneficioso sobre
la enfermedad sobre la que se quiere actuar. Expa e€el desarrollo puede alargarse
durante un periodo de tiempo que puede llegar & laBos. En esta etapa, cobran un
interés importante la quimica combinatoria, laemifites técnicas de cribado y el
modelado molecular. Nuevamente, se necesitan pstdrdgrramientas analiticas que
permitan hacer un seguimiento de la interaccionlade moléculas con actividad
farmacologica con las proteinas diana, siendo muemge la espectrometria de masas

una herramienta fundamenfal.
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En esta misma etapa de sintesis, otro reto ensarrdéio de nuevas moléculas
con actividad farmacologica, es el que supone &tificacion y sintesis de un
enantiomero determinado (en todos aquellos casdeseque es posible obtener una
mezcla racémica de un compuesto asimétrico). Ers estsos, la Quimica Analitica
debe ser capaz de discernir entre ambos compuesiediante el desarrollo de
metodologias basadas en la separacion quiral quatpedescartar el enantiomero que
no es de interés, debiendo ser considerado éste oo impureza del compuesto
principal. Esta separacion e identificacion de razae especies enantioméricas
siempre ha resultado un gran reto, en especiasddcadas de los 80 y 90 del pasado
siglo>®, encontrandose numerosos estudios sobre estaianadsados principalmente
en separaciones cromatograficas y existiendo tamb#guna aplicacion

electroforéticd.

Una vez se tengan una serie de candidatos a farmeacmician las pruebas
preclinicas que pueden llevar de 1 a 3 afos. Exs gutuebas se intentan obtener
estudios iniciales farmacologicos, toxicolégicoslog primeros modelos “in vitro”
ADME (Administracion, Distribucién, Metabolizaciop Eliminacién) del farmaco.
Como en la etapa anterior, las técnicas de separacopladas a la espectrometria de
masas vuelven a ser fundamentales para poder obkemediferentes pardmetros
farmacocinéticos o toxicol6gicds? Incluso se pueden comparar diferentes tipos de
fluidos o estados fisiolégicos del paciett@quellas moléculas con las que se hayan
obtenido los mejores resultados, pasaran a lagesigs fases en las cuales se estudiara

la mejor formulacion del medicamento final y suatamiento al proceso industrial.

En cuanto a los ensayos clinicos en seres humd@tesminantes para conseguir
la aprobacion o el rechazo por parte de las aadesl sanitarias competentes, deben
establecer la seguridad del farmaco, la eficaciaogis Optima, determinar la
farmacologia, comparar resultados con otros traaims y estudiar grupos especificos
de pacientes. Estas pruebas clinicas pueden aarpasta 10 afios y, tal y como se
muestra en la Tabla E4 constan de varias etapas. La primera de ellés fese | (la
cual puede durar hasta 2 afios), cuyo objetivo @&si@vsu efecto principal en el 6rgano
diana, determinar la dosis efectiva y corroboras gmopiedades farmacologicas,

mediante la determinacion de valores farmacociogtycfarmacodindmicos.
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Tabla I.1. Diferentes fases de los ensayos clinicos necesaai@ la comercializacion de un farmaco.
Fase del
ensayo clinico

Poblacién Investigacion

Se estudia la seguridad del farmaco ademas de su
Yrmacocinética y farmocodiméamica.
Se estudia la seguridad del medicamento| en
pacientes y su eficacia.
eSe estudia la seguridad del medicamento| en
5acientes y su eficacia.
. . Estudios de farmacovigilancia y comparacion ¢on
Miles o millones de . L :
Fase 4 : otros medicamentos similares (esta etapa se realiza
pacientes .
con el farmaco en el mercado).

Fase 1 50 — 200 sujetos sarn

Fase 2 100 — 400 pacientes

Fase 3 1000 — 5000 pacient]

En este caso, en el que los participantes son taslaa sanos en la mayoria de
los casos, se suelen evaluar varias moléculasdatadiy se desarrolla en centros de
investigacién que posean laboratorios de anahsimdcolégico. En la fase Il, en la cual
ya participan varios centros, se busca corrobdrafeeto deseado en el érgano diana,
por lo que los participantes ya son pacientes seadelemas se aprovecha para
comparar el farmaco con otro similar ya existenteeyconfirma o ajusta la dosis
seleccionada. En la fase lll (la dltima antes déisar su aprobacion), se pretende
asegurar la eficacia del farmaco, el balance ribsgeficio y las dosis elegidas,
realizandose en varios centros. Nuevamente en estafases se precisan de métodos
analiticos que permitan efectuar el seguimientoladeseguridad y eficacia de las
moléculas candidatas, ademads de ayudar a establacefarmacocinética y
farmacodinamica de los mismos, evaluando inclugmosible efecto diferenciador del
origen étnico de los pacientés los metabolitos que el farmaco puede general en

organismo-3

Se debe tener en cuenta que, a todo este tiemipwadigacion, deben sumarse
unos 2 6 3 afos durante los cuales la agencia eldicamento correspondiente estudia
toda la informacion disponible para proceder a taraprechazar el medicamento. Una
vez aprobado el medicamento, se entra en la fagn IM cual se realizan estudios de
farmacovigilancia, con el fin de enriquecer el peaté seguridad del producto. Por lo
tanto, se puede concluir que en estas etapas @eralks de nuevos farmacos es
esencial la existencia de métodos analiticos v@disajue sean capaces de analizar los

medicamentos y sus metabolitos asociados en diésréipos de muestras biologicas.
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Paralelamente a estos estudios, que se muestréa Eabla 1.1, también se
deben realizar estudios de la estabilidad y degr@daue pueda sufrir el medicamento,
campo en el cual las técnicas de separacion juggagnan papel. Se tiene que tener en
cuenta que por ejemplo, las impurezas organicas geincipio activo pueden surgir en
diferentes etapas de la vida del producto, bierdseante la sintesis del mismo, en su
transporte a diferentes puntos del planeta debaondbios de temperatura y humedad o
durante su almacenamiento. En todas estas etapascesario desarrollar métodos
analiticos que permitan la identificacion y cuac#€ion de las diferentes impurezas de
un compuesto, asi como la riqueza del principiovact el contenido del mismo en el
medicamento final. Por ejemplo, en el estudio deitgtica de degradacion de las
formulaciones finales del rivaraxoban, un farmaedalfamilia de los anticoagulantes
orales, se han utilizado técnicas de separaciomatagraficas en conjuncién con la

espectrometria de masas como sistema de detéécion.

Finalmente, también debe tenerse en cuenta que ismomfarmaco puede
administrarse en diferentes formas farmacéutiGaml{gs, pastillas, grajeas, capsulas
blandas, etc.). Durante el desarrollo de un farmandunciéon de los datos obtenidos
durante sus curvas farmacocinéticas y farmacoduoasnise considera cuales son las
formas méas adecuadas de presentar el medicamehi® &te aspecto, debe tenerse en
consideracion que en las formas sélidas, el extipisupone la fraccibn mayor del
medicamento, teniendo éste varias funciones conemqyu ser la proteccién de la
tableta o evitar cualidades organolépticas no dieseaPero, esto también hace
necesario estudiar la estabilidad y las posiblesanciones del principio activo con los
excipientes, ya que en muchos casos aunque noiaeerc si pueden favorecer la

degradacién quimica del compuesto con actividaddaol6gica'®

1.1.3. Evaluacion de la pureza de farmacos y materias prias

Tanto en el desarrollo de nuevos medicamentos, @ma control de calidad
de la fabricacion de los mismos, resulta esenaainlestigacion analitica de las
materias primas, de los intermedios y los produfit@des, asi como de sus productos
de degradacion o metabolitos. Esto implica el delarde métodos analiticos que
permitan tanto la cuantificacion de los productosig la identificacion de las posibles

impurezas presentes. Los medicamentos constan stta componentes, que
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principalmente dividiremos en: a) principio actieo APl (“Active Pharmaceutical
Ingredient”) que es la sustancia que realmenteepastvidad farmacolbgica y b) los
excipientes, cuya funcién principal es dar coneite y modificar las propiedades
organolépticas de la formulacién final. Por serA&ll el ingrediente principal del
medicamento (y por tanto la principal materia proeamedicamento), nos centraremos
principalmente en los andlisis que sobre éste Berdeealizar. Dos de los principales
pardmetros que deben ser evaluados son la riquezesdprincipios activos que
formaran parte del medicamento y su perfil de irapas. Asi pues, en las monografias
de las diferentes farmacopeas tales como la Fapeacale los EEUU (USP),
Farmacopea Europea (EP) o Farmacopea Japonesas¢JAhcluyen métodos
compendiados que permiten la caracterizacion demlidad de un API, excipiente o
preparado farmacéutico, a la vez que estableces limites (especificaciones) de los
pardmetros que deben ser analizados. Generalm@Entnélisis que deben realizarse
para poder certificar un medicamento segun unarrdetada farmacopea se pueden

clasificar ef®:

Test de identidadSe suelen tratar de andlisis estructurales tssimmo son la
comparacion del espectro de infrarrojo (IR) dellitma@on el de una sustancia
de referencia o la determinacion del punto de fugista prueba suele ser muy

requerida en casos de que existan posibles polsnmw$ de una sustancia).

Andlisis adicionalesperfil de impurezas, metales pesados, contermdagea,

disolventes residuales, residuo de ignicion, aisatcrobiolégicos, etc.

* Riqueza del product@ontenido cuantitativo del API.

Andlisis fisicosbasados en ensayos del tipo test de solubilig@thrmidad de

dosificacion, etc...

Hasta la implantacion de las técnicas cromatagagficasi todos los métodos de
andlisis utilizados tanto para la determinaciénlad@ureza de la sustancia problema
como para llevar a cabo estudios cuantitativoscdetenido del API, se basaban en el

empleo de técnicas volumétricas, gravimetrias easpscopicas. La mayoria de estos
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métodos carecian de la especificidad adecuadalopque los resultados obtenidos
podrian ser inexactos. Precisamente debido a d&a da especificidad, resultd
necesario desarrollar y emplear otras técnicas damtificacion que permitieran
corroborar la identidad del compuesto quimico abjeél andlisis (las pruebas de

identidad mencionadas anteriormente).

Hoy en dia, las técnicas mas empleadas tanto eetifidacion como de
determinacion de la riqueza de un farmaco (prodfintd y API) pueden dividirse en

los siguientes grandes grupos principales:

» Ensayos para la identificacion de farmacos (test ddentidad) y generacion
de metabolitos.Técnicas de espectroscopia de absorcion moledula\V(S,

IR, RMN) y de espectrometria de masas.

» Determinacién de la concentracion de farmacosMétodos volumétricos y

gravimétricos, métodos espectrofotométricos y neEtanomatograficos.

* Ensayos de impurezas.Métodos cromatograficos segun la Farmacopea.
Métodos de espectroscopia atOmica (impurezas masdli Impurezas de
isbmeros: quiralidad mediante cromatografia y ebéatesis capilar o

empleando técnicas de dicroismo circular.

En las siguientes secciones se detallara el pateammalitico de cada una de las

técnicas clasicas e instrumentales anteriormetatdas en el andlisis de farmacos.

Respecto a la aplicaciéon de los métodos clasiadarfietrias y gravimetrias), su
uso esta muy extendido en el analisis farmacéutiendo sus principales aplicaciones:
la utilizacibn como métodos estandar de determdmaaie principios activos y
excipientes, estandarizacion de materias prima®gugtos intermedios asi como para
la determinacion del contenido en agua de un féonfaclumetria Karl Fischer). Su
uso, a pesar de su posible falta de especificidgagecies con grupos funcionales
similares que estén presentes como impurezas puedparimentar reacciones
similares), sigue siendo muy amplio gracias a quérata de métodos absolutos que
proporcionan habitualmente precisiones y exactgudayores que las obtenidas con la
mayoria de métodos instrumentales. Son métodoslopgeneral robustos, faciles de

automatizar y baratos. Por el contrario, como yhasdicho, su principal punto débil es

L1 11



LINTRODUCCION

su falta de selectividad (debe tenerse en cuenty ganeralmente, los grupos
funcionales principales del principio activo y dessmpurezas son los mismos), pero
ademas se puede afiadir como desventajas la netdsidaa gran cantidad de muestra
y la exigencia de que la reaccién entre el analitel reactivo valorante (en las

volumetrias) sea completa y rapida.

Cabe destacar, que aunque se tratan en su mayoriacdicas clasicas de
andlisis, existen en las farmacopeas signos de mmiadeion de las mismas, como
puede ser el avance de las valoraciones en mediacuosos. En este sentido, un
andlisis de principios activos que histéricamergeha llevado a cabo mediante una
volumetria Acido-base es la determinacion del acidetilsalicilicd’ (donde en la
misma valoracion el agente valorante, hidroxidoigfdreacciona con el compuesto
disuelto en etanol y con su impureza principaatlo salicilico, mostrdndose aqui un
claro ejemplo de falta de especificidad y potenttiahte de inexactitud). En cuanto a
meétodos clasicos que hacen uso de medios no acsegusede mencionar el analisis
del ketoprofen® , el cual se puede valorar en mezclas agua/atditoéntre un 10 y
un 70 % del disolvente organico) frente a una Wasete y el esparfolxacin®

utilizando como disolvente acido acético glaciahjorante acido perclérico.

Finalmente, habria que resaltar que, debido ada gresion regulatoria que
gobierna en la industria farmacéutica y a los agiandares de calidad exigidos con el
fin de asegurar la eficacia y seguridad de los oasdéntos lanzados al mercado, el
desarrollo de métodos analiticos robustos, fiaplgsie aporten la mayor cantidad de
informacion posible sobre el medicamento se ha eic en uno de los principales
puntos de accion de los laboratorios de analisidadeempresas farmacéuticas. El
desarrollo de métodos fiables y validados vienecrites mediante unos minimos
exigidos en las diferentes farmacopeas (EP, USP..JJBsi como por la Conferencia
Internacional sobre Armonizacion (“Internationaln@@rence on Harmonisation”, ICH),
en su esfuerzo de armonizar las normas existentEs @liferentes paises. Si bien estos
minimos siempre son ampliamente superados porrtgsgs normas que las mismas
empresas farmaceéuticas se exigen. Sobre esteuparties necesario indicar tal y como
ya se ha comentado con anterioridad, que en lesasltdécadas las farmacopeas han

ido sufriendo un proceso de modernizacion persiglgiesl objetivo de obtener mejores
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analisis que confirmen la pureza de los principamdivos y de muchas de las
formulaciones finales que se dispensan. Esto lapmidible gracias al fuerte avance y
desarrollo de las técnicas cromatogréficas, praigipnte, la cromatografia liquida de
alta resolucién (“High-Performance Liquid Chromatquhy”, HPLC). Con el
desarrollo de estas nuevas metodologias, se haoheds que necesario la
determinacion del perfil de impurezas del princigativo (el cual resulta ser similar a
la huella dactilar del medicamento o compuesto)ddeh la amplia informacion que
puede llegar a aportar. Es tal su importancia, lgseparacion y cuantificacion de las
impurezas del principio activo ha adquirido la masimportancia que la determinacion

de la riqueza del farmac®8.

En este sentido, las técnicas mas empleadas padetérminacion de las
impurezas dependen de la naturaleza de las mismeaslo las principales de dos tipos:

presencia de elementos inorganicos o impurezapaernantiomeérico.
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[.2. METODOS CROMATOGRAFICOS Y ELECTROFORETICOS PARA LA
IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE FARMACOS.

Como se ha comentado en al anterior apartadopsiltimos tiempos en el
andlisis de farmacos se emplean con gran profugidle manera casi rutinaria los
métodos cromatograficos con distintos tipos deatletes tanto para la determinacion
de los principios activos como para el andlisisde impurezas. Este tipo de técnicas
resulta esencial en el descubrimiento (identifisariy desarrollo de nuevos
medicamentos, pero también cada vez mas en sufmaibdn. Las principales técnicas
cromatograficas empleadas son las cromatografiaéqdiglos y/o gases tanto en el
andlisis de formulaciones finales, como de matgniasas de medicamentos o de éstos
compuestos y sus metabolitos en muestras biolégfidacontinuacion se detallaran
aquellas técnicas especificas basadas en sepa&ascimmatograficas o electroforéticas

gue mas utilidad tienen en el entorno de la ingugirmacéutica.

[.2.1. Cromatografia de capa fina (TLC y HPTLC).

La cromatografia en capa fina convencional (“Thewyér Chromatography”,
TLC) se basa en la migracion de los analitos a@&fale una capa de fase estacionaria
depositada sobre un soporte rigido de vidrio, abiond plastico. Los compuestos
migran por capilaridad bajo la influencia de unsefandvil formada habitualmente por
una mezcla de disolventes organicos. La distancgasg mueve cada analito vendra
determinada por su afinidad con la fase estaciangrimovil, es decir, vendra
determinada por sus propiedades fisico-quimicas.adsorbentes utilizados pueden ser
fuertes (alumina, ADz3; carbon o florisil, MgO/Si@) o débiles (principalmente se
utiliza silica gel, Si@. Histéricamente se ha utilizado en los labora®farmacéuticos
para la determinacion de impurezas de materiasapryrformulaciones, ademas de en
ensayos rapidos de identificacion de sustanciasptiacipales ventajas de esta técnica
de separacion son que se trata de técnicas rohubtasitas. Ademas, en combinacion
con un desitbmetro se puede usar como técnicaitataat para compuestos que no
poseen grupos cromoforos y resultan imposibles ydificiles de detectar por HPLC y
deteccién U\2? Igualmente, se trata de técnicas que permitetadiexibilidad ya que

se pueden realizar varias separaciones a la vez.
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No obstante, las limitaciones son bastante cladiendo citarse como las mas
importantes que el nimero de platos tedricos atalilm o que la sensibilidad alcanzada
es muy pobre. Por esta razon, las principalesaiines en la industria farmacéutica
son para determinar el grado de pureza de un catgpdespués de una sintesis o para
llevar a cabo el seguimiento de una reaccion (@séudiar cuando desaparecen los

reactivos de partida y como aparecen los prodiictakes de la misma).

Pero a pesar de estas desventajas y del empujasdmodernas técnicas
cromatograficas, la TLC aun tiene cierto grado gkcacion en la identificacion y
cuantificacion de farmacos (en especial si se acapllguna técnica de deteccién como
la espectrofotometria o la densitometria) como lewgaso de la determinacion de
esteroide® o el telmisartan que se puede determinar tantald@atas como en plasma
mediante TLC combinada con un densitémé&tyodeterminacion de impurezas y
productos de degradacf§no en la separacion de extractos de plai§tBsr otro lado,
resulta ser una herramienta muy importante en tasepas fases del desarrollo de
nuevos farmacos, en cuyas etapas aun no se hadopdesarrollar otras técnicas de

separacion instrumentales mas compléjas.

Cabe destacar que la cromatografia de capa fineedigido en los dltimos
tiempos un impulso gracias al desarrollo de la HPTtHigh Performance Thin Layer
ChromatograpHhy), la cual usa capas ultra finas y particulas meshque la TLC. Este
desarrollo permite alcanzar un nimero mayor degltdricos y con ello una mayor
resolucién de los compuestos a separar en tiempsescortos, ademas de permitir una
automatizacion del proceso y conseguir separacieme®s dimensiones. La HPTLC se
ha utilizado para determinar paracetamol y sus iegag®, en la determinacion de
mezclas de antihipertensivos en formas farmacéutiombinadas de los misnigsa
cuantificacion de la pentazocina y tramatfob incluso en la determinacién de

metabolitos como las catecolaminas y farmacosicelados’!

I.2.2. Cromatografia de gases (CG).

En la cromatografia de gases (“Gas Chromatografbg), la fase mavil, que es
gaseosa, pasa a través de la fase estacionaraatyeente liquida sostenida sobre un

soporte sélido que se encuentra dentro de una oaluhicada en el interior de un
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horno, al que se le puede controlar la temperatiaranuestra se inyecta a través de un
bloque caliente donde los compuestos se volatifzaon arrastrados al interior de la
columna a través de un gas inerte (He £. Nla columna se mantiene a altas
temperaturas (constate o variable) mediante labaa# un horno. A la salida se pueden
colocar diferentes tipos de detectores como pan@pe detectores de ionizacion de
llama (“Flame lonization Detector”, FID), de camule electrones (“Electron Capture

Detector”, ECD) o espectrémetro de masas (MS).

Debido al gran empuje y desarrollo que han vivaktécnicas de cromatografia
liquidas, las aplicaciones de la CG en el entoanmé&céutico cada vez se han visto mas
limitadas, puesto que su aplicacion se limita aliais de compuestos volatiles y
térmicamente estables, si bien todavia hoy en dlea un amplio abanico de
aplicaciones? Las principales ventajas que posee esta técnida easpidez de los
andlisis asi como la elevada resolucién que se epuedseguir con una elevada
sensibilidad, incluso con muy pequefias cantidagesndestra. Ademas, debido al
elevado grado de automatizacion de la técnicausdgpemplear en control de procesos
en la industria farmacéutica. Quizas su mayor escestra en el analisis de impurezas
como es el caso de los restos de disolventes amgpresentes en las materias primas
y preparados farmacéuticos (sobre todo en comMdinain la introduccién de muestra
mediante técnica de espacio de cabéza} En este sentido se pueden analizar
disolventes organicos como la acetona, el acetatib o el tolueno que en gran parte
se pueden encontrar retenidos sobre el producb (fra que se emplean a menudo en
la produccién de farmacos durante la sintesis)d&uomentalmente el etanol y la acetona
se emplean especialmente en el proceso de falinicdei los polimeros que recubren
las cpsulas y el alcohol isopropilico en el proadss cristalizacién de los ingredientes
activos. Puesto que todos estos disolventes soigotpor ingestion, es preciso

controlarlos, particularmente en el producto final.

Por otro lado, existen también aplicaciones de@p@ra la determinacion de
impurezas de los propios preparados farmacéutiagsanalisis de principios activos
siempre y cuando éste sea termoesfildepara la determinacion de farmacos vy
metabolitos en muestras bioldgicas siempre quedaguestos a analizar cumplan las

condiciones de termoestabilidad, ya que de lo adntse precisan derivatizacioriés?
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I.2.3. Electroforesis capilar (CE).

En la industria farmacéutica la técnica de eléotesis, en especial la
electroforesis en zona, posee un gran nimero dmeijoines durante las fases iniciales
de desarrollo de farmacos, particularmente a la & identificar proteinas como
dianas terapéuticas, siendo numerosos sus empéasta fin en combinacion con
técnicas de deteccion de espectrometria de masas eb “Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Mass SpectrometnWIALDI-MS. 3° En cambio su utilidad en
posteriores fases del proceso farmacéutico, y m@dseto en la identificacion y analisis
de pureza de farmacos es mas reducida. Sin dudzstarérea del analisis, la técnica
electroforética que cada vez va ganando mas ad@ptac el andlisis de medicamentos,
es la electroforesis capilar (“Capillary Electropdsis”, CE). Las diferencias mas
significativas de esta técnica frente a la eleotesfis convencional en zona es que la
separacion en este caso se lleva a cabo aplicanétevado potencial (entre 10 y 30
kV) a un capilar de silice fundida (de diametre@inb comprendido entre las 25 y las
75 um) que contiene una disolucién electrolitiGanfion de separacion). Bajo estas
condiciones los analitos migraran en funcion deefacion carga/tamafio bajo la accién

del campo eléctrico.

Sin embargo, uno de los componentes mas importantés migracion de los
analitos en la CE es filijo electroosmaético (FEO)que surge como consecuencia de la
generacion de una doble capa eléctrica entre tdudi$n electrolitica del interior del
capilar y las paredes del mismo debido a la présete grupos silanol (SiOH) en su
superficie. Estos grupos estan ionizados a>pH, por lo que la pared del capilar
presentara carga negativa (Sie acuerdo con la teoria de la doble capa @écen
la pared del capilar se formara una primera cappa(dija) de contraiones (cationes)
que son atraidos por la carga negativa del cagi#guida por una segunda capa movil
de cationes adyacentes a la capa fija y, haciargtadel capilar, existirhd una zona en la
gue el numero de cationes y aniones es equivale@Giendo se aplica el voltaje a
través del capilar, el exceso de cationes de la ca@vil se mueven hacia el polo
negativo con la consecuencia final del movimiergotada la disolucion electrolitica
gue llena el capilar hacia el catodo (donde se& ®tldetector) como se muestra en la

Figura I.3.
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Las principales ventajas que presenta este tigep@racion es que su eficiencia
es mucho mayor que la obtenida con la cromatog@didiquidos, los tiempos de
analisis son cortos, los andlisis baratos y laidattde muestra necesaria pequefia (del
orden de los nanolitros). En su contra debe meacsenque son técnicas menos
robustas que las cromatograficas, la sensibilidasmbién menor y la optimizacion de
los métodos de separacidon es mas elaborada.

Dutlet
FESETVINT

Sample ' FESENVOITF

Power supply

Figura 1.3. Equipo de electroforesis capilar. Se pueden obselas distintos componentes que lo
conforman: fuente de alto voltaje, electrodos @aty anodo), capilar, reservorios (para tampon y
muestra) en los que se introducen los extremosagelar y los electrodos, detector y PC con soféwar
incorporado para controlar el instrumento.

La CE ya se encuentra incluida entre los métodiocgales de analisis en las
farmacopeas desde hace afnos, por ejemplo en la $J®kn su importancia en las
actuales monografias de andlisis de farmacos esnayrpequefi& existiendo alguna
aplicacién como es el andlisis de las impurezasaeropivacaing! Ademas de su
inclusion en las monografias compendiadas, existemmerosos trabajos de
investigacién que utilizan la CE (en sus diferentasantes) para analizar farmacos y
sus impurezas, tanto en preparados farmacéuticoe em muestras biolégicas (en las
cuales se pueden analizar también los metabobtmsados a estos medicamentos). Asi
se pueden encontrar aplicaciones para analizamdeina y pirimetamina en

preparados farmacéuticos usando la técnica d& CE.

Una modalidad de la electroforesis capilar tamieiépleada para la separacion
de farmacos es la modalidad de cromatografia caggatrocinética micelar (“Micellar
Electrokinetic Capillary Chromatography"JEKC ) que se ha empleado, por ejemplo,

para la cuantificacién de voriconazol en muestraiiea Este tipo de estrategia se
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emplea para la separacion de especies neutras @mje se mueven, en principio,
todas a la misma velocidad por la accién del felgctroosmotico, y que se separan
después de su reparto entre la disolucién eletiteol(tampdn acuoso) y las micelas
presentes en dicha disolucion formadas a partingentes tensoactivos. El dodecil
sulfato sédico (“Sodiun Dodecyl Sulfate”, SDS) sepéea como tensoactivo en la
mayor parte de las ocasiones puesto que forma asimple poseen una superficie
externa cargada negativamente que se mueven hagiado. Sin embargo, por accién
del flujo electroosmotico experimentardn simultdneate un movimiento hacia el

catodo. Puesto que el flujo electroosmotico es maye la movilidad electroforética de

la micela, el movimiento neto sera hacia el catodldemas, su interior hidrofébico

permite su interaccion con los analitos neutros gpreetran en el interior de la micela
en mayor o menor grado segun su hidrofobicidaddaldmgar a una separacion de los
mismos basada en fenédmenos de reparto entre lanfaskar y el tampdn acuoso, como

se muestra en la Figura 1.4.

Inyeccion

Kt Catodo
Micela
(O~ Surfactante aniénico (SDS) :> Flujo electroosmotico (FEO)
. Ao - Migracion electroforética

Figura I.4. Cromatografia micelar electrocinética capilar. Beden observar moléculas de tensoactivo
anionico y de analito (rectangulo negro). En lamaisse observa como las moléculas de tensoactivo se
organizan dando lugar a micelas, estando la patéena de la misma cargada negativamente. La parte
interna de dichas micelas es de caracter hidrad¢lsiendo posible la aparicion de fenémenos detepa
en su interior. A pesar de que la micela estdachrgnegativamente y tiende a migrar hacia el aneldo,
FEO al ser superior las arrastra hacia el catoddelesta situado el detector.

Es factible decir pues, que este tipo de electesier naci6 para separar
compuestos neutros. En realidad no deja de sezamhbinacion de los principios en los
gue se basa la electroforesis capilar y la cromnatizgde reparto. Para que esto sea asi,
al tampon utilizado en la separacion electrofoséie le debe afiadir un componente

gue forme micelas (“pseudofase”). Estas micelasenlepresentar una movilidad

1.2 19



LINTRODUCCION

electroforética propia, de tal manera que los towlho s6lo se separen debido a
fendbmenos electrocinéticos, sino que también podrderaccionar con la parte
hidrofébica de la micela, dando lugar a un repartmmatografico. Esto se ve reflejado
en la Figura 1.4, donde se puede observar quenai@s interaccionan con las cadenas
hidrofobicas de la micela, y migran junto con éstableciéndose asi una combinacion
de métodos de separacion basados en la cromatogiaffeparto y en la migracion
electroforética. Aunque la MEKC fue disefiada irfimente para la separacién de
compuestos neutros, también puede aplicarse aparassdn de solutos cargados
incorporando simultaneamente interacciones de Higofobo e interacciones idnicas

entre el analito y las micelas.

Otras aplicaciones de las separaciones mediantes€€tan centrado en
investigar compuestos farmacéuticos y biofarmacésitiasi como sus impurezas en
fluidos biolégico4*y en estudios de metabolémica y proteémicBambién resulta de
importancia en la separacién de enantiomeros dsigarmacos, como en el caso del
analisis de la metanfetamina, cuyos enantiomeropuselen diferenciar cuando el
capilar se modifica con un selector quiral adecufddo mediante el uso de

ciclodextrinas!’
I.2.4. Cromatografia de liquidos (HPLC).

Sin duda los principales avances que se han pomuen el andlisis
farmacéutico han ido acompafiados del desarrolldagdos ultimas décadas del siglo
XX) de la técnicas de cromatografia liquida y mascecetamente de la cromatografia
liguida de alta eficacia, mas conocida como HPLE e siglas en inglés (“High
Performance Liquid Chromatography®y.Esta técnica de separacion junto con el
sistema de deteccion adecuado (UV-VIS, indice deaaeon, electroguimico,
espectrometria de masas,...) le da una inmensa ilidesht pudiéndose aplicar en
muchas de las fases del andlisis farmacéuticoedasgrimeras etapas que implican el
reconocimiento de proteinas diaffapasando por estudios farmacocinétitby
farmacodindmico® y, por supuesto, en el andlisis de la putézaproductos de
degradacion del medicamento y sus materias pritakess como los excipient&s asi
como estudios de estabilidad y degradaciéon deldéodt Dos grandes campos en los

gue esta técnica de separacion tiene una granaeiplic dentro de la industria

20 L2



LINTRODUCCION

farmacéuticas son los del analisis de impurezasguatos de degradacion en farmacos
(como es el caso de la retigatitha la simvastatir®) y el andlisis de compuestos
quirales como ocurre en el caso del ketoroPAdedemas, con el avance de las nuevas
tecnologias, se han podido desarrollar columnal$tiaaa mas cortas y con tamafos de
particulas menores (llegando incluso a particuasl@ pm de didmetro) que han
permitido acortar los tiempos de analisis de cadmatograma gracias al desarrollo del
UPLC (“Ultra Performance Liquid Chromatography”) diendo conseguirse

separaciones de mezclas complejas en menos denginatos®8:5°

El principio del HPLC es ampliamente conocido. flase movil liquida se
bombea a presién por una columna de acero inoxidadlena de unas particulas de
tamafio micrométrico sobre las cuales se soporfask estacionaria. La muestra se
introduce en el sistema a través de una véalvulmydcion previa a la columna y los
componentes de la misma se separan en funciénalinglad por la fase estacionaria y
la fase movil. A la salida de la columna los analison detectados mediante el uso del
detector seleccionado. Si bien es cierto que phaaarl a cabo la separacion
cromatografica tan solo es necesario disponersddda fases implicadas en el proceso,
con objeto de alcanzar un caudal de eluyente ramneon fases estacionarias
inmovilizadas sobre soportes particulados de tamafitre 3 y 1¢um, que son los mas
comunes en la moderna cromatografia de liquidosegaieren presiones de algunos
cientos de kilos por centimetro cuadrado. Como emuencia de estas elevadas
presiones, el equipo necesario para la HPLC tienser mas sofisticado y caro que el
que se utiliza en otros tipos de cromatografiaesiuema general de los componentes

del mismo se muestra en la Figura 1.5.
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Manipulator

Samples to fractionate
Sample injector
Switching valve

— Fluids circulation

Solvents

Detector (i.e. UV-vis)

Solvent B pump
Solvent A pump

}

—Separatory column

=)=
—— Fractions collector
Waste._| — Vials containing fractions
Mixer
Valve
_/ Degasser
High-pressure pump Purging pump

Figura 1.5. Componentes de un sistema de HPLC convencionastencaso el equipo esta formado por
dos bombas de alta presion para impulsar dos eks€A y B). Dichas bombas estan compuestas de un
desgasificador, mezclador y sistema de purga gseadga el eluyente purgado en un recipiente de
residuos. A continuacién se encuentra un muestreadomatico que permite la inyeccién de volimenes
variables de la muestra depositada en viales. @naque el flujo impulsado por las bombas atravétsa
inyector éste pasa a través de la columna de s#far&n el esquema de la figura el flujo a satida
columna atraviesa un detector (p.e UV-VIS) y a iomicion, en este caso, un colector de fracciones.

Las principales ventajas de esta técnica son gb&ale su gran desarrollo
tecnolégico se pueden realizar andlisis con ali@rodrcibilidad de forma casi
completamente automatizada (dichas caracteriséstn intrinsecamente ligadas al
ambiente regulatorio que gobierna la industria femutica y los requerimientos de
reproducibilidad exigidos en los tests de idoneidados sistemas de analisis), ademas
existe una gran variedad de fases estacionarigadgoermite el empleo de columnas
cromatograficas basadas en distintos principioseafgracion (p.e. cromatografia de
reparto en fase inversa, pares iénicos, cromatiagrighica, etc.) siendo la mas
empleada la cromatografia de reparto sobre fadazaslas en la modalidad de fase

inversa.

En cuanto a las principales desventajas, éstagleben a que muchas
aplicaciones para la identificacion de especiesatexidas precisan de detectores muy
sofisticados (espectrometros de masas) y que adengeneran grandes cantidades de
residuos de disolventes, si bien la tendencia anilsaturizacion de los sistemas

cromatograficos ha paliado bastante esta Ultimebl@nmatica. A continuacion se
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revisaran los sistemas de deteccion empleados @ywornprofusion junto con las

separaciones cromatograficas y electroforéticas.

[.2.5. Sistemas de deteccion en linea para elecwwodsis capilar y cromatografia de

liquidos.

a) Detectores espectrofotométricos.

A dia de hoy, este es el sistema de detecciomea thas ampliamente utilizado
en la industria farmacéutica, tanto en separaciomesmatograficas como
electroforéticas. La gran mayoria de métodos conlipdns usan como deteccion una
longitud de onda determinada, mas o menos espeadiic funcion de los grupos
funcionales que posean lo compuestos que debamakzados. Es importante tener en
cuenta, que para poder usar este sistema de detetas moléculas han de poseer
grupos cromoforos de tal manera que puedan abslarlvadiacion a una determinada
longitud de onda por encima de 230 nm, como paongje, en el método oficial segun
la USP para la determinacion del contenido en alra@mpuesto antirretroviral) en
tabletas, la cual se realiza mediante HPLC derfasersa a una longitud de onda fija de
254 nn?° o la determinacion del hialuronato sédico en fdawiones farmacéuticas

mediante HPLC de exclusién por tamarfios y la pastegteccion U\P!

Una pequefia variacion a estos sistemas de detemtnnios que implican la
instalacion de un arco de diodos y que, por lotguegrmiten la recepcion simultanea de
un amplio intervalo de longitudes de onda (“Diodeay detector”, DAD). Los DAD
permiten una mayor versatilidad, sobre todo eretapas preliminares en las cuales se
esti desarrollando un método analitico, ya que ipemacoger las sefiales a todas las
longitudes de onda del espectro UV y ademas pemnestiéizar otros ensayos como son
la pureza de pico (mediante la comparacion deladspde un pico cromatografico con
uno de referencia), como en el caso de la deteaidinae la pureza de la mebeverina y

sus productos de degradacion en la formulaciondeéntica oraf?

Pero como bien se comentaba con anterioridad, esttesnas de deteccién no
son solo aplicables al andlisis e identidad de d&os y preparados farmacéuticos, sino

gue también cumplen un papel muy importante ersdases del ciclo de vida de un
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medicamento. Algunos ejemplos de interés selecdmmale la bibliografia por su

relacion con el trabajo realizado en la presenwsTBoctoral se recogen en la Tabla

I.2. Entre ellos, se pueden destacar los estudiossthbilidad y pureza de farmacos

como la temozolomid&? la cuantificaciéon de varios farmacos en muestiakdicas

como por ejemplo el vemurafenib, sorafenib y eloterlb en plasm&* o la

cuantificacion de ciprofloxacino en plasma hunfayoa determinacion simultanea de

lumefantrina y su metabolito principal usando HRI€fase inversa y deteccion UV a

335 nm®*¢

Ademas, se han utilizado este tipo de detectores@natografia de liquidos o

electroforesis capilar para llevar a cabo estud®sleterminaciéon de los productos de

degradacion de farmacos como los de la leflunompataHPLC-UV®’ o la realizacion

de estudios farmacocinéticos de farmaSos.

Tabla I.2. Tabla resumen con algunas aplicaciones de la EPLC con deteccion UV o DAD en las

diferentes fases del ciclo de vida de un farmaco.

Fase desarrollo . Técnica de o
: Farmaco ay Breve descripcion
farmaco separacion
Estudios de temozolomids HPLC-UV RP-HPLC / deteccion 254 nm
estabilidad
temozolomid& HPLC-UV ﬁrI:E/ RP-HPLC / deteccion 24
. L e i CE con ciclodextrinas en
ESt,Lll.d'.osddg pureza, levosulpiridind CE-UV BGE/deteccion 214 nm
ar;e:(ésilsien(ié?purezas ramipril CE-UV MECK/ Deteccion 210 nm
y excip clopidrogel* CE-UV CZE/Deteccion 195 nm
benz_oa_to (12e HPLC-DAD RP-HPLC/deteccion 278 nm
alogliptind
Estudios d leflunomida y sus RP-HPLC/deteccion 260 nm
33 '(;S S productos de HPLC-UV
g(reo rggggéne degradaciotl
9 paliperidona’ HPLC-UV RP-HPLC/deteccion 280 nm
vemurafenif HPLC-UV ﬁrI:E/ RP-HPLC / deteccion 24
o sorafenil* HPLC-UV SPE/ RP-HPLC / deteccién 24
Analisis en muestras nm
biologicas erlotinig HPLC-UV _SPE/ Cromatog@fla fase
inversa / deteccion 331 nm
. e i Precipitacién de proteinas/ RH
cifrofloxacind® HPLC-UV HPLC / deteccin 277 nm
Estudios de lumefantrina y SPE/ RP-HPLC / deteccién 33
T a6 HPLC-UV
metabolizacion metabolito§ nm
Estudios antazolin&® HPLC-UV HPLC pares ionicos/Deteccior

farmacocinéticos

241 nm
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b) Detectores de indice de refraccion.

Este tipo de detectores tienen una baja incideswcial analisis farmacéutico,
debido a sus bajas sensibilidades. Son la ultinc&gopara el andlisis de farmacos y
materias primas que no posean grupos cromoéforoemas no sean electroactivos. Por
lo general sus principales aplicaciones son agdistinadas al andlisis de alcoholes,
azUcares u otros compuestos organicos con cadeeases que presenten muy poca
absorbancia. Aun asi, todavia existen algunosjtalem los que se opta por este tipo de
deteccion, como es el caso del analisis de la boggi en diferentes preparados

farmacéutico$?

c) Detectores de fluorescencia

Estos detectores destacan por su alta sensihilidgdndo a ser ésta entre 10 a
1000 veces mayor que la conseguida con detectove¥I8. Sus aplicaciones en el
analisis de preparados farmacéuticos son escasagjeylas moléculas que presentan
fluorescencia también absorben la radiacion UV,gaansi que se encuentra alguna
aplicacién como es el caso del andlisis de derwvaldola camptotecina en preparados
hospitalario$’, la determinaciéon de las impurezas derivadas sleatdraquinonas en
plantas medicinales y preparados farmacéuttcda separacion y cuantificacion de
enantiomeros de la aminolutetimida en tablétada determinaciéon de bupropién en
preparados farmacéuticds.Pero precisamente, por la alta sensibilidad coadent
anteriormente, su mayor potencial y campo de apboaes el andlisis de farmacos y
sus derivados en todo tipo de muestras biol6gluas, sea para el seguimiento de los
niveles plasmaticos de los mismos, para realizadess farmacocinéticos o evaluar los
metabolitos tras la ingesta del medicamento. Ee sshtido se pueden encontrar un
gran numero de publicaciones, entre las que seepoexhcionar la cuantificacion de
abiraterona en plasma de pacientes con cancer @gat®, la determinacion de
domperidona y sus metabolitos para estudios de boletano “in vitro”° y la
cuantificacion de pomalidomida en plasma humana parrealizacion de analisis

farmacocinético&®

d) Detectores electroquimicos
Al igual que con los detectores de fluoresceneia,uso de la deteccidn

electroquimica permite alcanzar limites de detecoidy bajos, por lo que su principal

1.2 25



LINTRODUCCION

aplicacién también es el analisis de farmacos ywa@os en fluidos biolégicos o el
analisis de impurezas de farmacos. En este casguiancias a cuantificar deben ser
electroactivas. El tipo de deteccion electroquinpc@&de ser una voltametria o una
amperometria. La menos usual a la hora de acoplaaaécnica de separacion es la
voltametria, que consiste en la medida de la ildadsde la corriente mientras se hace
un barrido del potencial aplicado al electrodordédjo. Un ejemplo es la deteccion de
olanzapina mediante separacion por HPLC o CE yeposiente aplicacion de una
voltametria lineal en la celda de deteccion elegtimica (midiendo la onda de
oxidacion del analito a 495 m¥).Pero a la hora de mencionar técnicas de separacion
(HPLC o CE) acopladas a deteccion electroquima@nhperometria quizds es la que
posee un mayor campo de aplicacion. Durante urciéh amperométrica, se mide la
corriente mientras el potencial aplicado a la celéatroquimica se mantiene constante
(se aplica un potencial adecuado para que ocunridacion o reduccién de la especie
electroactiva). Ejemplos de cromatografia de ligsidacoplada a deteccion
amperométrica son la determinacion de impurezasamkestésicos local€s o la
cuantificacion de impurezas del paracetamol en gresips de analgésicos
multicomponente de dicho principio acti®Otros ejemplos existentes de aplicaciones
de deteccidn electroquimica son la determinacionrdeimpureza de la penicilina (la

D-penicilamina) en muestras biolégi#as la cuantificacion de artesunato en plaga.

No obstante también existen técnicas optimizadas ga separacion y
cuantificacion de principios activos, como es aacde la determinacion de hasta seis

antidepresivos triciclico¥.

e) Detectores basados en la técnica de EspectromegidMasas

Sin duda los mayores avances que se han llevadbaen los ultimos afios en
la industria farmacéutica tanto en la blusqueda wevos farmacos como de dianas
terapéuticas no podrian entenderse sin el desardall los métodos de deteccion
basados en la técnica de espectrometria de masagloDa la alta sensibilidad y
selectividad que se puede conseguir con estosmsisieademas de la amplia
informacion cualitativa y cuantitativa que estostedtores proporcionan, la
espectrometria de masas y en particular, el acogrondel HPLC a la espectrometria

de masas se ha convertido en la técnica predoreinamtlos bionalisis, estudios
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farmacocinéticos y toxicologicos, estudios metalmdds o proted6micos, asi como en
el analisis y elucidacion de la estructura den@suirezas y compuestos de degradacion
de los farmacos o el descubrimiento de nuevas miac con actividad
farmacoldgice’ Las principales desventajas de este tipo de imsintacion es su
elevado coste, asi como la alta especializacidmajificacion que requiere el personal
gue los utiliza. Es por ello que su uso en losratooios de control de calidad rutinario
esti bastante restringido, siendo su principal cadepaplicacion el de la investigacion

para el desarrollo de nuevos farmacos.

Un espectrometro de masas es un instrumento gie lmirelacion masa/carga
(m/z) de moléculas individuales que han sido cdides en iones con la fuente de
ionizacion correspondiente. Los tipos de fuentemdiacion que se pueden usar en la
espectrometria de masa son varios, siendo losipaies: la ionizacién por electrospray
(ESI), la ionizacion quimica a presion atmosféria#Cl), la ionizacion de impacto
electrénico (El), la ionizacion por desorcién pésdr asistida por matriz (MALDI)
donde se preserva total o parcialmente la estaicteilas moléculas o la ionizacién en
plasma (ICP) donde solo se obtiene informacién efdai de los componentes de la
molécula. En el caso del analisis de farmacos, estsategias mas comunmente
empleadas se basan en el acoplamiento en linea dmmatografia de liquidos o
electroforesis capilar con la espectrometria deasampleando fuentes de electrospray
o bien la cromatografia de gases empleando comutefuge ionizacion el impacto

electrénico.

El empleo deklectrospray (ESI) como fuente de ionizacion es relativamente
reciente y esta basado en disefios descritos por y¥eolaboradores en 1985. En el
proceso general de electrospray, que ocurre emn el emisor (capilar o aguja), una
solucion acuosa acida o basica (dependiendo deukstma) diluida del analito es
emitida desde la punta del emisor en el cual seaapin potencial de 3-4 kV con
respecto al analizador de masas. La disolucion geheer conductividad eléctrica que
puede ser obtenida por el uso de analitos ioni@mito/os idnicos tales como buffers o
acidos débiles El liquido comienza a salir de lajagncrementa su carga y desarrolla
una forma cénica, llamada cono de Taylor, en hanGrl. Taylor quien describi6é este
fendmeno en 1964. El liquido asume esta forma auancrementa su carga hasta

finalmente llegar a un punto critico donde no pusolgortar mas carga eléctrica y la
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solucion entonces se dispersa en forma de nieblzegeefas gotas (de menos de 10
mm de didmetro) altamente cargadas que vuelan mdscana superficie de carga

opuesta. La desolvatacion sucesiva de dichas getaera finalmente nano-gotas de los
analitos a los que se transfieren directamentedagas generadas inicialmente. Por
tanto, el electrospray genera especies positivaargadas por transferencia de una o

mas cargas a las moléculas sin producir fragmemaignificativa de las especies.

Los iones generados con este sistema entran posterite en el analizador de
masas bien de tipo sencillo (p.e. cuadrupolo, tep vuelo, etc) que permite separar
los iones en funcion de su relacion m/z. Hay quedafgue mediante la ionizacion por
ESI la fragmentacién de las moléculas es miniman#as la posibilidad de emplear
dos analizadores de masas consecutivos en la deamdenespectrometria de masas en
tandem o sistemas MS/MS, ha posibilitado la fragae&on selectiva de los analitos en
estudio y por consiguiente, ha mejorado la selieleti/ asi como la sensibilidad de las
determinacione$?: 8 particularmente en el descubrimiento y desarrdéo nuevos
farmacos? Sin embargo, un problema audn existente en estelépgécnicas se refiere a
los efectos de la matriz de las muestra sobreniadoion de los analitos. Por esta razon,
se hace uso del empleo de patrones internos y dituter, de patrones internos
isotopicamente enriquecidos (es decir, moléculadlogas a las que se intenta
cuantificar pero con uno o varios de sus elemeistt®picamente enriquecidos como
13C 02H). La utilizacion de estas especies permite raejdrasticamente la calidad de
las determinaciones asi como la cuantificacion latsoy relativa de los analitos a

analizar en matrices complejas, como por ejempl@inaditos en plasm#.

Por otro lado, si los farmacos sujetos a analigis wlatiles y térmicamente
estables, la forma en la que se suelen generaioies se basa eal impacto
electronico (El) después de una separacién mediante croméitodegases. En El, las
moléculas de una sustancia volatil se convierteiomes positivos al interactuar con un
haz de electrones generado en un filamento metéditamtado a altas temperaturas. El
impacto de los electrones sobre las moléculasisgiuede dar lugar simplemente a la
generacion de un ion radical positivo (por pérdidaun electrén) o bien a una ruptura
en fragmentos mas pequefios, a su vez cargadosivamgihte (fragmentos).
Dependiendo de la energia de los electrones queafoel haz, esta fragmentacién se

producira en mayor o menor grado. Generalmentsusken usar haces de electrones
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con una energia de 70 electron-voltios, lo que wgarl a una fragmentacion
significativa. De manera similar al caso del elegpray, los iones asi generados se
introducen finalmente en el espectrémetro de mpaassu separacion en funcion de su

relacion m/z.

Para terminar este apartado relacionando la espestria de masas como
sistema de deteccion en cromatografia y electrefoqgara el analisis de farmacos, es
necesario referirse al empleo gdhsma de acoplamiento inductivo(“Inductively
Coupled Plasma’ICP) como fuente de ionizacion en espectrometria de sn&saeste
tipo de detectores, la muestra, en forma liquidairensportada por medio de una
bomba peristaltica hasta el sistema nebulizadodelags transformada en aerosol.
Dicho aerosol es conducido a la zona de ionizagi@consiste en un plasma generado
en una antorcha de cuarzo al someter un flujo deaggdon a la accién de un campo
magnético oscilante inducido por una corriente atiofrecuencias. En el interior del
plasma se pueden llegar a alcanzar temperaturaastiz 8000 K. En estas condiciones,
cuando el aerosol de la muestra llega al plasmapreduce la desolvatacion,
vaporizacién, atomizaciéon e ionizacion de todos sesnponentes, formandose
principalmente iones monoatémicos y monopositivAs.continuacion, los iones
formados pasan a través de una interfase de eXimacformada por dos conos
metalicos $¢amplery skimme}), que se encuentran a vacio moderado (1-2 tdkeggn
al analizador de masas (alto vacio) donde se segarduncion de su relacion m/z,
finalmente, los iones son detectados generalmerdgdiamte un mutiplicador de

electrones secundarios (SEM).

El ICP-MS puede acoplarse en linea tanto con Imatografia de liquidds
como con la electroforesis capfapara la monitorizacién de heteroatomos presemtes e
los farmacos de interés, ya que los componentaesipales de las moléculas organicas
(C, O, N e H) no pueden medirse de manera sensitiligando este tipo de

instrumentacion.

Por lo tanto, tal y como se ha comentado antegate) el acoplamiento de la
cromatografia liquida a la espectrometria de m#sae infinidad de aplicaciones en
diferentes areas de los procesos farmacéuticoavestigacion y desarrollo. Algunos
ejemplos relacionados con la teméatica de la pres€esis Doctoral se refieren a la

monitorizacion de la digitoxina y sus metabolitgee mediante el desarrollo de una
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separacion LC-MS/MS que permite sustituir los inormsayos que se utilizan
habitualmente para tal ffi1.Otro ejemplo es el andlisis de darunavir y susabwitos,

gue gracias al acoplamiento de la cromatografiiqggdos con un espectrémetro de
masas provisto de un cuadrupolo tiempo de vuelddR) permite su cuantificacion en

suero y orind>

En cuanto a los estudios farmacocinéticos, seapficado a farmacos como la
ciclovirobuxina, con el fin de comparar las farmeznéticas de la misma segun los
modos de administraci6ff o la determinacion simultdnea por LC-MS/MS de
memantina y donepezi en plasma con el fin de padalizar sus estudios
farmacocinético$’ Igualmente se han llevado a cabo estudios de ifidanton y
caracterizacion de impurezas relacionadas con farspacomo en el caso de la
pomalidomid&® o la identificacién y caracterizacién estructudal los productos de
degradacion de un principio activo, como por ejemgh el caso del darunavir, que
mediante LC-MS/MS y posterior confirmacion por HRMBigh Resolution Mass
Spectrometry se pueden identificar sus productos de degradagidevaluar la
estabilidad de su pureza con el tiefpBinalmente, el empleo del MALDI se centra
fundamentalmente en la identificacibn de proteiyasiomarcadores de interés
farmacolégico-00-102

En cuanto al acoplamiento del HPLC o la CE al ICB;Mste permite realizar el
seguimiento de metaloproteinas o de macromoléguastengan interés bioldgico y
que posean heterodtom¥B8.En este sentido, es necesario destacar que awique
acoplamiento de la HPLC al ICP-MS puede realizalisectamente mediante un tubo
capilar que ponga en contacto la salida de la arduoon la entrada del nebulizador, el
acoplamiento entre la CE y el ICP-MS no es tan Emps por ello que se han
desarrollado numerosas interfases de acoplamid@E$CP-MS que minimizan el
efecto de succion de la mayor parte de los nelnldizs empleados, evitando asi que se
distorsione la separaciébn obtenida en el capilaiealmente, las separaciones
electroforéticas acostumbran a presentar perfilesséparacion mejores que los
obtenidos en la cromatografia de liquidos, debidaease minimiza mucho la presencia
de otros fendmenos que pueden afectar a la separddiferentes a la relacion

carga/tamano) que puedan perturbar la separacind® los principales problemas de
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esta técnica de separacion, es que al trabajaratémenes de muestra tan bajos (nL) la

sensibilidad siempre esta por encima de la quétendria en técnicas cromatograficas.

Sin embargo, cuando se habla de acoplar la CEI@R#MS, los principales problemas

gue se presentan derivan de la dificultad que sugbmpropio acoplamiento CE-ICP-

MS, siendo el disefio de la interfase clave paralves cuatro problemas técnicos de

importancia:

a) Mantenimiento de la conexién eléctrica, ya quendo se emplea un detector
en linea como el ICP-MS no es posible manteneinal tlel capilar de CE
inmerso en el recipiente catédico como ocurre ggémeEnte en un sistema con
deteccion UV-VIS (ver Figura 1.3). Para ello, como se comentara
posteriormente, se suele emplear una disolucidetrelgéica auxiliar o “make-
up” que se introduce de forma continua en la interfag@ando el extremo final
del capilar de CE.

b) Adecuacion del flujo emergente del capilar debforesis (0,1-0,8l/min)

a los flujos de disolucion requeridos por los nedaulores convencionales del
ICP-MS en condiciones Optimas (100-1000min). Esta seria otra de las
finalidades del empleo de la disolucién “make-up”.

c) Preservar el perfil electroforético tipico qeeabtendria con un detector UV-
VIS, lo que se traduce en un estricto control tgbflaminar generado en el
interior del capilar de separacion cuando se teabapn nebulizadores
neumaticos concéntricos debido a un efecto de &ucgor parte del
nebulizador.

d) Conseguir elevadas eficacias de transportesdesiaecies separadas al plasma
para no degradar en exceso la sensibilidad. Esteohesulta ser de particular
importancia teniendo en cuenta los bajos volumeeesyeccion en un sistema

CE y en consecuencia su falta de sensibilidadrerirtés de concentracion.

Por lo tanto, las dimensiones del nebulizador yisefio resultan claves a la

hora de transportar eficazmente la muestra hadt@ReMS. Generalmente, la mayor

parte de los nebulizadores utilizados en ICP sonmaéicos. En este tipo de

configuraciones, la muestra es introducida porckiéa de un gas a alta presién o gas

de nebulizacion. Cuando el canal por el que sespta el gas es concéntrico respecto

al canal de la muestra, hablamos de nebulizadoveséatricos. En este tipo de

nebulizadores siempre existe un flujo laminar, lalcafecta negativamente a la

1.2

31



LINTRODUCCION

separacion electroforética. Este problema se seslelver introduciendo el flujo de
liquido adicional o del “make-up” (también denondod sheath-liquid”), trabajando a
flujos del gas de nebulizacién lo mas bajos posjbdgustando al maximo la posicion
del final del capilar en la interfase o aplicandespnes negativas a la entrada del
capilar con el fin de evitar el fendbmeno de succibodas estas soluciones suponen
siempre un compromiso entre la resolucion alcaneada separacion electroforética y
la sensibilidad deseada en la determinacion. Oteanativa de nebulizadores son los
nebulizadores de flujo cruzado. Estos nebulizadevesmenos propensos a los atasques

y ademas los efectos de succion son menores.

No obstante, con el fin de evitar el efecto succidno de las principales
herramientas, tal y como se ha comentado, es elaifiajos de “make-up” mayores. El
problema del aumento de este flujo, es la congigeieérdida de sensibilidad de la
determinacion (debido a una dilucién en el flujol@eantidad de muestra que alcanza
el detector). Es por esto, que con el fin de mejaraelacion entre la sensibilidad y el
“make-up”, en CE-ICP-MS se trabaja con nebulizadores de diilmees menores a las
habituales (micronebulizadores). Estos micronehdbizes son mas adecuados para
trabajar con los bajos flujos con los que los ammlifluyen a través del capilar de
electroforesis capilar (nL), permitiendo ademéas gudélujo de “make-up’ se pueda
introducir en algunos disefios por autoaspiracigitamrdo en este sentido la aparicion
de flujos laminares.

En la actualidad dos de las interfases mas utdigadla hora de conseguir un
acoplamiento CE-ICP-MS son:

1) La interfase CEI-100 (comercializado por CETAC) y desarrollado por
Schaumloffel et al%* El disefio de esta interfase evita la succién pantepdel
nebulizador de las especies separadas a la salldeagilar. Ademas esta interfase
proporciona un transporte efectivo de los analitasta la antorcha del ICP-MS y un
contacto eléctrico estable. Todas estas cara@tagste consiguen gracias a un bajo
flujo concéntrico (de unos 5 mL) con el que el riglador trabaja, ademas de que se
puede afadir un flujo “make-updor autoaspiracién de unos 2-12 pL/min que evitan e
mencionado efecto de succion del nebulizador. Iaaca de nebulizacion es también

de muy bajo volumen. Cuando se trabaja con estafase se debe prestar atencién a

32 L2



LINTRODUCCION

varios detalles. Por ejemplo, con el fin de evitaalquier tipo de flujo hidrodinamico,
la entrada y salida del capilar de CE deben estarmisma altura, al igual que los

viales en los que se encuentra el liquido del “mgKe

En la Figura 1.6 se puede observar un detalle sglema de dicha interfase
(cortesia de CETAC), mostrandose en la parte daraoh ampliacion del detalle del

ajuste del nebulizador con el capilar.

| (-,.::?- ;
S SVAENS
FE |

Figura 1.6. Detalle de la interfase CEI-100 de CETAC. (1) Stpo(2) nebulizador de bajo flujo, (3)
cruceta, (4) cable de tierra, (5) toma a tierri(@a para el tampén, (7) vial con tamp6n, (8yaaale
vial, (9) tornillo de mariposa fijador, (10) camada nebulizacion , (11) linea de transferencia) (14
tornillo fijador del vial, (17) capilar de CE, (1@ntrada del capilar en la cruceta, (20) comierglo d
capilar del nebulizador, (21) extremo del capilar mebulizador, (22) espacio hueco entre capild2),
nivel donde se deben unir los dos capilares.

2) La interfase Mira Mist CE. Esta pertenece a una familia de interfases
disefiadas segun una patente de Burgener ResearchaBada en los denominados
nebulizadores de paso paralelo mejorado. Estoslinatbores utilizan una abertura
amplia para el paso de muestra, lo cual evita lastracciones fisicas debidas a
particulas. Estos sistemas mejoran la llegada dauestra a la antorcha, utilizando
flujos bajos. En el caso concreto del Mira Mist @Ete trabaja a una presion media de
80-90 psi y con flujos muy bajos de muestra (cevsan 10 pL/min o inferiores). Por
otro lado, es factible colocar el extremo del capile CE justo en la punta del
nebulizador, permitiendo minimizar al méximo elatfede succién. Al igual que en la
otra interfase, la camara de nebulizacion debdeen bajo volumen. El “make-up” se
introduce mediante una bomba de jeringa (a un 8u4® puL/min). Todo esto, hace que
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se obtengan buenos resultados de sensibilidad, ucorransporte de la muestra

aceptable, ademas de minimizar la probabilidadaguleo del capilar.

En la Figura 1.7 se presenta un esquema de lafdaeMira Mist CE. En la
misma se observa como el capilar de CE atravieagpi@za en forma de “T” en cuyo
extremo opuesto se encuentra el nebulizador. Rumarta inferior de la “T” se introduce
el “make-up” mediante una bomba de jeringa, el seaéncuentra en contacto con un
electrodo de Pt que sirve para cerrar el circu&oteco de la electroforesis. El capilar
de CE se coloca hasta justo el extremo de la pieitaebulizador, dentro de la mini
camara de nebulizacion. Paralelamente al capilantseduce el gas de nebulizacion
(An).

Unian { Securing Fitting
CE Capillary h-—u-n.i ST Sy t —
1o CE Irnsirumsnt

—-uh_-.--n T

9P :—r—

L Elm:urm

1 m Minl Chamber
1
il
I:%i Maks UP Solution @& 3 - 10 plimin

Run throuah Pt Electrode for cositive contact.

Figura l.7. Esquema de la interfase “Mira Mist CE” de BurgeResearch Inc.

En la Tabla 1.3 se recoge un resumen de algundssdaplicaciones de las
técnicas de cromatografia de liquidos (CL) y etdotesis capilar (CE) acopladas con
la deteccion mediante espectrometria de masas alitacion a diferentes etapas del

ciclo de vida de farmacos.
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Tabla 1.3. Aplicaciones de las técnicas de CE y HPLC acoplada deteccién mediante ICP-MS o MS
en diferentes fases del ciclo de vida de un farmaco

Fase desarrollo . Técnica de Técnica de .
5 Farmaco e o Observaciones
farmaco separacior deteccior
Estudios de . .93 )
estabilidad cis-Platind CE ICP-MS LQ: 64 ng/mL
Analisis de Digitoxina y LC ESI-MS/MS | LD: 0.14 ng/mL
farmacos y metabolito
metabolitos en Darunavir y LC ESI-Q-ToF- LQ: 3.63-5.24
muestras bioldgicas | metabolito$® MS/MS ng/mL
ciclovirobuxing® LC ES-MS/MS LQ: 5 ng/ml
Estudios memantin& LC Q“?SQ”&SS - LQ: 0.2 ng/mL
farmacocinéticos
7 QQQ-ESI- :
donepeZi LC MS/MS LQ: 0.2 ng/mL
Identificacion y
caracterizacion de | pomalidomid&® LC ESI-ToF-Ms | S€ detectan hasta
) 13 impurezas
impurezas
Identificacién de LC MALDI- Separacion HPL(Q
proteina’® ToF/ToF en columna C
Albumina en )
Caracterizacion de | oring'® CE ICP-MS LQ:0.5pM (LD)
macromoléculas de Biomarcadores LD similares a log
interés biologico . A LC (SEC) ICP-MS obtenidos en
cancerigend$ ELISA
Analisis de ESI-MS
lipidosi®2 LC MALDI-Ms | HILICY UHPLC
Identificacion,
caracterizacion y )
andlisis de Darunavif® LC ESI-MSIMS + LQ: 0.2 ng/mL
HRMS
productos de
degradacior
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1.3. OTRAS TECNICAS EMPLEADAS EN LA IDENTIFICACION Y
DETERMINACION DE FARMACOS.

1.3.1. Espectrofotometria de absorcion molecular \8-UV.

La espectrofotometria de absorcion molecular UV;\d@no ya se comento en
el caso de su empleo para la deteccion en cronadtagte liquidos, es una técnica de
amplia aplicacién analitica, incluido el analisssniacéutico. Esta técnica se basa en la
medida de la absorbancia de la radiacion electrogtag comprendida entre los 200 y
los 700 nm de la disolucién problema. Para queastarbancia ocurra, los compuestos

a analizar deben poseer grupos cromoforos.

Una alternativa menos extendida, cuando los asalito tienen grupos
cromoforos o su absorbancia es muy poco intenshasa en la formacion de un
compuesto coloreado por el efecto de una reacabrcampuesto a analizar con un
determinado reactivo y la posterior medida de Isodiancia a una determinada
longitud de onda (en la zona del visible). Geneeali® suelen tratarse de reacciones de
formacién de complejos coloreados, reacciones ddaon-reduccion o de efecto

catalitico?”

Una de las principales ventajas de esta técnicajues se trata de una
metodologia sencilla, a la par que barata y robusta cambio, como principales
inconvenientes se encuentra su falta de seleatiwdsu limitada sensibilidad, cuando
se trata de determinar componentes minoritariosrdérmaco. Ademas, este tipo de
técnicas no son especificas ya que los grupos ¢ovasbque poseen muchas de las
impurezas de los farmacos a analizar, también gs&sentes en el principio activo. Por

esta misma razén, esta técnica es muy dificil tieaaen el analisis de mezclas.

Sin embargo, gracias a su robustez, y a pesau dalta de especificidad, las
técnicas espectrofotométricas poseen una granaejdit en el andlisis de farmacos,
particularmente: en la cuantificacion de principesivos donde no interfieran los
excipientes, en la determinacion de coeficientepadticion, solubilidades y pK&8en
la monitorizacién de cinéticas de degrada&iém incluso en la identificacion de

sustancias a través de su espectro de absorcid#’UV.
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Por estas razones, el nimero de aplicacionesta@ tésnicas sigue en aumento.
Si se realiza un andlisis detallado de las do<ipailes farmacopeas (las USP y la EP),
se pueden observar distintas estrategias a la Hwa usar las técnicas
espectrofotométricas para el andalisis de API'saparados farmacéuticos. Mientras la
USP suele exigir de un estandar de referenciapraeder a la calibracion y posterior
cuantificacion de la muestra problema, la EP cal@lilcontenido en la mayoria de los
casos en base a la absorbancia especifica del estopgue viene indicada en la

correspondiente monografig.

Pero ademés de los métodos compendiados, existerrosas publicaciones
que muestran el interés que existe por la detenidinaespectrofotométrica de
farmacos. Es el caso de un estudio que permitetiarrdinacion espectrofotométrica
(UV) de succinato de sumatriptan como principioivacty en sus formulaciones
farmacéuticas, ademas de observar su comportantdentizgradacion en condiciones
de estrés. 12 También existen estudios que permiten  determinar
espectrofotométricamente el levofloxacino en suderelites presentaciones
farmacéuticas, gracias a la medida de absorban2@2aim!'® Pero no sélo existen
aplicaciones para la determinacion de un Unico daon también es posible la
determinacion de mezclas de principios activos, c@® el caso de la estimacion de
paracetamol y nabumetona en tabletas de combirdegl@snbos compuestos. Esto es
posible gracias a que la longitud de onda de absoid maxima de ambos compuestos
es diferente (248.8 + 10 nm para el paracetamol69.2 + 10 nm para la
nabumetona)!* Otro ejemplo de determinacién de la riqueza espigtométricamente
de principios activos es el del caso de la lamiva#i® o el clorohidrato de

terbinafinall®

En cuanto a la medidas espectrofotométricas quueam una reaccion quimica
para generar el color, también se han desarroliadwos avances como por ejemplo la
cuantificacion de azidotimidina mediante una re@ataile cicloadicion de su grupo
azida con una molécula de dextrano modificado qurtiene grupos alquino laterales.
Este ensayo resulta especifico para aquellos castgmueue presenten un grupo
funcional azida y permite su determinacion en nraeste tipo biolégico, como es la

orina, permitiendo sustituir a los andlisis crorgadficos de dichos compuestds.
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Este tipo de técnicas también resultan (tiles as primeras fases de
investigacién de un medicamento. Asi se puederensayos espectrofotométricos para
el cribado de inhibidores de la acetilcolinesteraslacual se realiza conjugando
supramoléculas de polidiacetilé#oo el cribado de inhibidores de esa misma enzima
mediante el uso de particulas de BfdOtro gran avance en el uso de estas técnicas es
el resultante del uso de tratamientos matematia@dod espectros que permiten
solucionar problemas derivados de las medidastdsedlgunas de estas soluciones
pasan por el uso de una primera o segunda derdettasefal, pero otros métodos ya
implican tratamientos més sofisticados. Es el aloalgoritmo PCCA que permite
extraer componentes diferentes de sefiales solapadasedidas espectrofotométricas
UV.120 Existen otras aproximaciones matematicas comaalasformada de Fourier
(también utilizada en espectroscopia de infrarrdfd, de la que se hablard en el
siguiente apartado), que por ejemplo permiten lg&erdenacién simultanea de

cefoperazona y sulbactam en formulaciones farmmedétit!

Por ultimo, este tipo de técnicas resulta tambiég Gtil cuando se combina con
sistemas de inyeccién en flujo (“Flow Injection Aysas”, FIA). Es el caso de la

caracterizacion de las propiedades acido-baseadas inestabled?

l. 3.2. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) se basa en ldidaede la absorcion de la
radiacion electromagnética en el rango de los 250D000 nm. Esta radiacion es
absorbida por los enlaces covalentes de las mak&ckh funcion del tipo de enlace, se
absorbe una determinada longitud de onda y suce$atire las moléculas es producir
deformaciones de los enlaces de la sustancia. jBomp®, de 4000 a 2900 chse
produce la tensién de C-H, O-H y N-H; de 2500 a(2@6é1* la tension de triples
enlaces y dobles enlaces acumulados; de 2000 act50(a tensién de C=0, C=Ny
C=C y de 1500 a 600 cin(la llamada zona de la huella dactilar) se prodad&exion
de enlaces CH, CO, CN, CC, etc.

La principal ventaja de esta técnica es que prigaeicuna huella dactilar Unica
de cada compuesto, por lo que su aplicacion estadgracticamente por todas las

farmacopeas como prueba de confirmacion de laidbhtde los compuestos. Si bien
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Su uso esta ampliamente extendido como pruebaatiwali de identidad de un farmaco
(como se acaba de mencionar la gran mayoria dadasgrafias indican este ensayo
como prueba de identidad), su uso con fines cadints esta mucho mas limitado,
debido a la complejidad de los espectros. Normaienesta técnica solo permite
detectar impurezas en cantidades altas. Otra pahlkimitacion es la preparacion de la
muestra, ya que se precisa la necesidad de fomaapastilla o disco del compuesto a
analizar con un disolvente solido i6nico (normalteekBr). Este dltimo aspecto ha
sido solucionado en los Ultimos afios, gracias ahew de la tecnologia y el desarrollo
de los ATR (“Attenuated Total Reflection”) que péten el andlisis de la muestra sin
necesidad de formar el mencionado disco. Ademéasagral uso de aproximaciones
mateméticas totalmente extendidas en la actual@adp es el caso del interferémetro
y la transformada de Fourier (FT), el analisisal@éntidad de principios activos se ha
visto muy simplificado. Un ejemplo de lo comentads, el analisis de ibuprofeno en

preparados farmacéuticos mediante FTAR.

El mayor desarrollo, con un consiguiente aumergoaglicaciones, que ha
sufrido la espectroscopia infrarroja ha sido elade#io de la espectroscopia del
infrarrojo cercano (NIR). En este caso, las medaasbsorcién se centran en la zona
de los 1000 a los 2500 nm, energia que tan sabswbida débilmente por los enlaces
X-H de las moléculas. Debido a sus buenas propéddd penetracion, la preparacion
de la muestras en este analisis no invasivo esigagaente nula. Su gran auge se debe
en parte a la posibilidad de sustituir en ciertodm@ las técnicas cromatograficas
gracias a la aplicacion del andlisis multivarialden el fin de estimar mezclas de
compuestos. Esto lo hace ideal para control em lieeprocesos de producciBhEl
uso de esta técnica ya ha sido incluido en lostuapicorrespondientes de la EP vy
USP, por lo que su uso en los laboratorios de cbdé calidad con el fin de identificar

compuestos y materias primas esta cada vez m&oétt u

1.3.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuatd RMN)

Este tipo de espectroscopia se basa en un fendifit€no ligado a las
propiedades mecanico-cuanticas de nucleos atérgisegposean un namero impar de
protones o neutrones (0 ambos). Esta situacioa sm dbs atomos dél, 13C, 1°F y 31p,

Este tipo de nucleos son magnéticamente activode@s poseen espin, igual que los
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electrones, ya que los ndcleos poseen carga @osptiposeen un movimiento de
rotacién sobre un eje que hace que se comporten sofneran pequefios imanes. En
ausencia de campo magnético, los espines nuclearesentan al azar. Sin embargo
cuando una muestra se coloca en un campo magriésamjcleos con espin positivo se
orientan en la misma direccion del campo, en usdestle minima energia denominado
estado de espilm mientras que los nlcleos con espin negativoieatan en direccion
opuesta a la del campo magnético, en un estadagerranergia denominado estado de
espinf. Las espectroscopias de RMN mas utilizadas sda faotén {H-RMN) y la de
13C (13C-RMN). La ventaja mayor de estas técnicas esada giformacion, desde el
punto de vista estructural, que se puede obteramtjcplarmente en estudios de
identificacion o de confirmacion de la estructue uh farmaco. En cambio, el alto
coste de este tipo de instrumentacion, asi comatidacualificacion de los usuarios, las

convierte en unas técnicas de dificil aplicaciétedoratorios de analisis de rutina.

Como se menciond anteriormente, las principaldisamiones de este tipo de
espectroscopia se centran en la identificacionnfirmoacion de estructuras quimicas,
especialmente en las fases de desarrollo de ndi@wroacos (a la hora de confirmar su
estructura conformacionaff y de identificacion de impurez&$ asi como de los
productos de degradaciéff Estas técnicas en la mayoria de los casos se arsan
combinacion con otras, como la espectroscopiariofeay la espectroscopia Raman,
con el fin de realizar estudios exhaustivos deektsucturas conformacionales de las
moléculas, como es el caso de la lidocaina, doadembinan esas técnicas cofHay
13C-RMN.1?° También, en las primeras fases de investigac@#RMN resulta una
potente herramienta para monitorizar los farmacoe yactividad de las proteinas

asociadas a ésté¥.

Aunque a dia de hoy no son de utilidad en labdmstade control de calidad
rutinarios, si que existen aplicaciones de RMN fmrdentificacion y cuantificacion de
impurezas en preparados farmacéuticos. Por ejerspldia desarrollado un método
basado en la RMN défF para establecer el perfil de impurezas en piliogipctivos
que poseen en su estructura molecular al menos'#rDEl mismo modo se pueden
encontrar aplicaciones que se han desarrolladopeatar cuantificar principios activos
(como el miconazol, el metronidazol y el sulfameiz) tanto en preparados

farmacéuticos como en muestras biolégicas graclasisa de laH-RMN. 132
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l.4. DETERMINACION DEL PERFIL DE IMPUREZAS EN
MEDICAMENTOS: IMPUREZAS ORGANICAS, IMPUREZAS
ELEMENTALES Y ENANTIOMEROS

[.4.1. Determinacién de impurezas orgénicas.

La identificacion y cuantificacion de impurezasénigzas en medicamentos y/o
principios activos es esencial para confirmar ladad y la seguridad y eficacia de un
producto farmacéutico. Como se ha mencionado eapgagados anteriores, las técnicas
de separacion (técnicas cromatograficas y elecétifas) son las mas utilizadas para la
consecucion de dichos estudios, siendo las mé&zads las cromatografias de liquidos

y/o gases.

La cromatografia de gases se utiliza principalmepséea el analisis de
compuestos organicos volétiles y restos de distégemrganicos utilizados en las
diferentes etapas del proceso de produccion dela@w. En este punto, cabe destacar
que las diferentes farmacopeas hacen hincapié amedasidad de utilizar en los
procesos de produccién aquellos disolventes orgamice sean menos toxicos. A tal
efecto, los disolventes organicos se dividen eraBdgs grupos o clases, tal y como se

muestran en la Tabla 1.4.

Tabla I.4. Clasificacion de disolventes orgénicos.
Clase Evaluacion

Clase 1 Disolventes que deben ser evitados, disolventesgban caracterizado
como carcindgenos (o existen fuertes sospechdsplyentes perjudiciales
para el medioambien

Disolventes cuyo uso debe ser limitado, disolveatescausas carcin6genas
Clase 2 no genotoxicas o que puedan acarrear otros efdettixicidad irreversiblg
como neurotoxicidad o teratogenicidad y disolvestespechosos de otras

toxicidades significantes pero reversibles

Clase 3 Disolventes con bajo potencial téxico y cuya exgiosi en humanos no
cause dafios a la salud (exposicién diaria permigigel 0 mayor a 50 mg)
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Aquellos disolventes que no se clasifiquen comemoalmente toxicos (clase
3) se pueden analizar por métodos no especifiamsdgor ejemplo el analisis de una
pérdida por secado), en cambio, los disolventegcdaéxdeben ser identificados y
cuantificados, tipicamente por cromatografia degid3 En estos Ultimos casos la CG
acoplada a la microextraccion en fase soélida enaglo espacio cabeza (“head space”,
HS) con detector de ionizacién de llama (FID) antksas (MS) suelen ser las técnicas

mas utilizadad3*

La cromatografia de liquidos, resulta ser la #&mnas utilizada para otro tipo
de impurezas organicas presentes en los farmastas Enpurezas suelen ser debidas a
reacciones secundarias dentro del proceso de dahiiit (compuestos organicos
relacionados), a contaminaciones debido a agextesies (especialmente en la fase de
almacenamiento), a la aparicion de productos deadagion o a restos de materias
primas que no han reaccionado completamente. Entadpa anteriores, se han
enumerado algunos ejemplos de la aplicacion de @staatografia al analisis de
impurezas en medicamentos y API's. Tan solo meacjoque las técnicas mas
utilizadas en este tipo de analisis son las tésnilea separacion cromatograficas con
deteccién UV, como por ejemplo en el caso de latifizacion de impurezas en el
benzoato de alogliptifdo acopladas a espectrometria de masas, en esgiesgatrata
de identificar nuevas impurezas como en el castaddentificacion de potenciales
impurezas relacionadas del ticagréloo de productos de degradacion en estudios de

estabilidad, como es el caso de la votioxetfia.
1.4.2. Determinacion de elementos metalicos.

La determinacion del contenido de elementos mekakn un farmaco ha sido un
capitulo discutido ampliamente en los Ultimos tiempHasta hace escaso afios los
analisis de este tipo de impurezas se basabancaitag analiticas del siglo XIX.
Bésicamente, su fundamento era el de un andlisicsantitativos (o0 ensayo limite),
cuya base quimica era la formacion de un complejareado de la muestra a analizar
(una vez tratada y calcinada) que se comparabalcoolor que daba una disolucion
patron de un metal de una concentracién conocidam@s, el analisis se solia realizar
en la mayoria de los casos, suponiendo que la ampua detectar era el plomo. Tras la

organizacién de una serie de grupos de trabajasigiferentes farmacopeas, la ICH
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(donde colaboraron miembros de la industria farmtc® y expertos en la materia)
cred unas guias sobre el analisis de este tipondarezas que suponian una drastica
modernizacién. En la actualidad, (en especial palramercado americano), es
obligatorio analizar los metales denominados cuatés importantes (“big four”):
arsénico, mercurio, plomo y cadmfd.Ademas, se ha de evaluar la existencia de otras
posibles contaminaciones metalicas derivadas aelepo de fabricacién (por ejemplo
debido al uso de catalizadores metalicos) o deetpspos que se utilizan durante la
fabricacion. Las pautas a seguir, se encuentraarigdessen la guia de la ICH Q3D
(“Elemental Impurities”). En todos los casos, laniéa mas recomendada es el ICP-
MS 137 valorandose positivamente el uso de otras técrmioas son el ICP-OES, la
absorcion atémica o cualquier otro método analitge demuestre la capacidad
necesaria para analizar los metales que previansentean evaluado que deben ser
determinados en el farmaco. No obstante, como aleaade mencionar, casi todos los

métodos que se han desarrollado implican fundarnmeetde el empleo del ICP-
MS. 138,139

1.4.3. Determinacion de la pureza enantiomérica

Otro reto en el desarrollo de nuevas moléculasamtinidad farmacolégica es el
gue supone la sintesis e identificacion de un @maeto determinado, en todos
aquellos casos en los que es posible obtener umalanecémica de un compuesto
asimétrico. En estos casos, deben desarrollarsmloganaliticos que sean capaces de
discernir entre ambos compuestos, mediante elmddsatte metodologias basadas en la
separacion quiral. Asi pues, el enantiomero quesnde interés, debe ser considerado
como una impureza del compuesto principal. Estaarsepn e identificacion de
mezclas de especies enantioméricas siempre hdtadesun gran reto para la Quimica
Analitica, en especial en las décadas de los 800yd&l pasado sigld#0: 141
encontrdndose numerosos estudios sobre esta mat@ncipalmente basados en
separaciones cromatogréaficas y existiendo tambgma aplicacion electroforéti¢4
En la actualidad, sigue siendo un area de grarsiigaeion, pasando la mayoria de las
aplicaciones por el uso de ciclodextrinas (tantne@aditivos en las fases moviles como
en las fases estacionarias) en métodos de HPLCy @&E*"*30 bien empleando
polisacaridos como selectores quirales en la fasélttf o en la fase estacionaria como

es en el caso del andlisis de derivados de laidesdrinal*®> Del mismo modo la
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cromatografia de liquidos permite separar mezckasfaimacos quirales como la
separacion enantioselectiva y determinacion deotdoden tabletas y su posterior
estudio farmacocinético en muestras biolégiéainalmente, la CE también resulta de
importancia en el analisis de farmacos quiralespac@n el caso del andlisis de la
metanfetamina cuyos enantidmeros se pueden difaranando el capilar se modifica

quiralmenté*’ o mediante el uso de ciclodextrirfés.

En los ultimos tiempos, ademés de las técnicasegaracion, los estudios de
dicroismo circular han adquirido gran importancidaahora de evaluar la riqueza
enantiomérica de un producto farmacéutico. El dcno circular es una técnica
espectroscopica de absorcién, que proporciona ndoidn sobre la estructura
molecular analizada. Se basa en la medida dedeedifia entre la absorbancia de la luz
polarizada circularmente a la izquierda y la desec®eneralmente se utiliza radiacion
electromagnética del rango del UV-VIS y su maydicapion se focaliza en el estudio
de macromoléculas, como pueden ser los farmaceslba®n anticuerpos o proteinas
utilizados en terapia génica. No obstante, aparteuduso para la caracterizacion de la
estructura quimica de macromoléculas, esta técdeadeteccidon acoplada a la
cromatografia de liquidos (y mas concretamente @ sgparaciéon cromatogréafica
quiral) resulta una potente herramienta para détamma quiralidad total de las
sustancias a analizar. Es por ello que existen ragoe trabajos que evalian las

ventajas de esta combinaciht*? incluso con separaciones aquirdfés.
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I.5. TRAZABILIDAD EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

La trazabilidad resulta un area fundamental emdastria farmacéutica. Se hace
necesario establecer estandares y protocoloslufgdrque permitan asegurar el control
total del ciclo de vida de un medicamento, desdedmda de la primera materia prima
que se utilizara en su fabricacion, hasta su llegddnercado y la adquisicion de éste
por parte del cliente. Ademas, en los ultimos afos,el aumento de la falsificacion de
medicamentos y el robo y manipulacion de los misreesan ido aprobando una serie
de leyes y regulaciones en diferentes paises qigerexun nivel de trazabilidad
elevadisimo. En los laboratorios de control dedealiy desarrollo, esto se traduce en la
implantacion de un sistema de calidad total queguasela integridad de los datos
obtenidos, la no manipulacion de los mismos ydaifidad de los resultados analiticos
obtenidos. Para ello, ademas de la implantaciénrdsistema de procedimientos de
trabajo, guias, politicas y constancia mediantestreg (de papel o electronicos) de los
andlisis realizados, estdn en aumento el uso denvaes” jerarquizados que trazan
todas las labores realizadas con los diferentesrumentos utilizados en los
laboratorios. Por otro lado, con el fin de aseguearfiabilidad de los resultados
analiticos obtenidos, se hace indispensable el des@standares de los diferentes
compuestos a analizar, que sean trazables y cusgzglsea conocida con gran
exactitud. De esta manera, al emplear estas sistarmmo patrones de comparacion,
se podran reportar los diferentes analisis readgambn el grado de fiabilidad que las
diferentes regulaciones de la industria farmacautéxigen. Principalmente las
farmacopeas identifican los siguientes tipos deéasgf|s estdndar para su uso como

patrones de referencia en analisis.
a) Estandares de referencia

Este tipo de sustancias son aquellas que propamiolas diferentes
farmacopeas, ya sea como materiales puros 0 medel@®mpuestos quimicos que
reflejan mezcla de principios activos y excipierdesmedicamento. El uso de este tipo

de sustancias es esencial en el analisis de pdegaapducto e identificacion.
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b) Estandares de referencia de impurezas

En este grupo se pueden incluir las impurezasnarg& que un producto
farmacéutico puede tener debido a productos deadagion, compuestos relacionados
0 contaminaciones organicas, las sustancias oagaderivadas de las materias primas,
subproductos, compuestos intermedios 0 reactivosati#isis, impurezas organicas
derivadas de la sintesis procedentes de reactiates inorganicas o metales pesados y
disolventes organicos o liquidos inorganicos wdias durante los diferentes procesos
de fabricacion del producto. Al igual que con el anterior, se pueden encontrar
estadndares de una Unica sustancia 0 mezclas deaasty su uso es esencial en el

andlisis de las correspondientes impurezas presentel farmaco y/o medicamento.
c) Materiales de referencia certificados

Este tipo de sustancias son estdndares de refergne se han certificado
usando metodologias adecuadas que aseguren ldidagdrre y trazabilidad del
resultado, de acuerdo a las normas de las gui8S 8@-la Organizacion Internacional
de Estandarizacion (1SO). El uso de este tipo thndares asegura la trazabilidad total

del resultado en ensayos de comparacion.
d) Estandares de referencia de productos biolégicos.

Las farmacopeas también pueden proporcionar es&sdasara productos

biologicos, de manera similar que para sustanciamigas.
e) Estandares de verificacion

Estos materiales se utilizan para facilitar estguy la forma de trabajar de los
diferentes equipos de laboratorio, asegurandowssiag resultados obtenidos tienen la
exactitud y precision deseadas.
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1.6. COMPUESTOS ANTIRRETROVIRALES Y FARMACOS INHIBIDORES
DE LA RESORCION OSEA. ESTADO ACTUAL DEL ANALISIS EN
MUESTRAS BIOLOGICAS

[.6.1. Compuestos antirretrovirales.
[.6.1.1. El virus de la inmunodeficiencia humana (\H).

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ésieus que causa el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Cuando umaspna se infecta con VIH, el
virus ataca y debilita al sistema inmunitario. Adiga que el sistema inmunitario se
debilita, la persona queda en riesgo de contrdecdiones y canceres que pueden ser
mortales. Cuando esto sucede, la enfermedad sa $8DA. Desde el afio 1981 en que
se comunicaron los primeros casos de lo que postegnte se denominaria SIDA, mas
de sesenta millones de personas se han infectadel parus del VIH. Durante las
décadas de los 80 y los 90 esta fue una de laasauss importantes de muerte en todo
el mundo. Esta epidemia ha crecido exponencialmemtmfinidad de paises, y se ha
extendido en areas geograficas que inicialmenterwmbian visto afectadas. En Espafia
en particular, durante el afio 2011 y hasta el 3judie de 2012 se habian constatado
un total de 2.763 nuevos casos de VIH, siendo ldiange edad de unos 35 afios. El
total acumulado desde el afio 2003 hasta el afio@€ridnde a 21.089 casos (ver Tabla
.5).152

El VIH es un lentivirus (de la familia Retroviridad.a estructura del virus del
VIH estd compuesta por una membrana externa llareadaltura virica, una serie de
proteinas y un nucleo en la parte interior que ieost el material genético (acido
ribonucleico, ARN). Desde su ingreso en la célWapedadora, la cadena simple del
ARN viral comienza su transformacibn en una dobladena de &cido
desoxirribonucleico (ADN) por accion de la enzinnanscriptasa inversa que forma
parte del virus (Figura 1.8). La integrasa y ottofactores actian para que el ARN del
virus se fusione con el ADN de la célula hospedadotravés de la transcripcion en el
genoma de la célula que aloja al virus. De estaenaama célula queda infectada por el
virus. Después de este proceso, los lentivirusieaan de dos maneras posibles: puede
ocurrir que el virus entre en latencia mientrasélala infectada continta sus funciones,
0 bien, que el virus comience a replicarse activaeng libere viriones capaces de

infectar otras células. El mecanismo mediantaial el virus infecta a las células sanas
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ocurre muy rapidamente, hasta el punto que seqere@ueden llegar a producirse mas

de 10.000 millones de virus al dia en el organismaina persona infectada que no esté

tomando medicacion antirretroviral.

Tabla 1.5. Casos diagnosticados de VIH en Espafia en eldmep@03-20115

Comunidad ARo de diagnéstico
Autbnoma | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | Total
Baleares 126 131 14% 174 134 181 171 169 141 1372
Canarias 183] 209 238 284 299 340 2%54 237 192 2236
Catalufia 701| 751 691 739 720 733 694 757 633 6423
Ceuta 1 2 2 3 1 2 0 1 0 12
Extremadura 38 34 23 36 45 46 48 40 58 363
Navarra 35 36 32 34 33 27 37 36 2b 295
Pais Vasco 182 144 15y 153 177 200 207 194 174 1592
La Rioja 41 29 33 29 28 20 21 28 19 248
Galicia --- 209 208 214 214 212 215 167 185 1624
Asturias 112 87 79 81 10 98 1077 86 770
Madrid 785| 969| 888 101 778 4432
Aragon --- --- --- - --- 106 112 119 98 43%
Melilla 3 2 1 4 10
Castilla M. --- - --- - --- 95 95 106 67 363
Castilla L. --- - --- - --- - 148 136 157 441
Cantabria 50 42 43 135
Murcia 113| 122| 103 338
Total 1307| 1661 1620 1745 2517 30b4 3148 374 2758089

Figura 1.8. Ciclo de replicacion del VIH y dianas sobre lag @atian los farmacos antirretrovirales.
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1.6.1.2. Tratamiento del VIH: antirretrovirales.

El principio del tratamiento antirretrovird®® consiste en minimizar la
replicacion del VIH. Para este fin, actualmentegispone de medicamentos dirigidos a

cuatro dianas, que son (ver Figura 1.8):

* Inhibidores de la transcriptasa inversa: Interfiecen un paso importante del
ciclo de vida del VIH e impiden que el virus muligue copias de si mismo.

* Inhibidores de la proteasa: Interfieren con unagina que usa el VIH para
producir particulas virales infecciosas.

* Inhibidores de fusion: Bloquean la entrada dels/auas células del cuerpo.

» Inhibidores de integrasa: Bloquean la integrasa,anzima que necesita el VIH

para multiplicarse.

Ademas, también existen combinaciones de variaicaeentos que contienen
dos o mas farmacos pertenecientes a una o0 mass cliselos anteriormente
mencionados. Por otro lado, en los Ultimos tiemsas,esta estudiando el uso de
anticuerpos monoclonales anti-CCR5 (CCR5: quimicateptora de tipo 5, que es un
miembro de la familia de receptores de quimiocioets de las proteinas integrales de
membrana). También existen investigaciones encaaa inhibir la replicacion del
VIH mediante nuevas estrategias como es la intégratel ADN proviral en el ADN

celular.

En la Tabla 1.6 se encuentra un listado de los d&os antirretrovirales
existentes en el mercado con alguno de sus norobnesrciales. Desde los afios 1986-
87, en los que apareci6 el primer farmaco con idetily antirretroviral (zidovudina,
AZT) con actividad inhibidora de la transcriptagadrsa, se necesitaron poco mas de
10 afios para que se llegaran a comercializar ahdet15 medicamentos con actividad
frente al VIH. Tras los primeros estudios con AZ€,recomendd la monoterapia con
este medicamento. A partir del afio 1990 comienzaaparecer los resultados de
ensayos clinicos con otros analogos de nucledsajmepandose la monoterapia con
alguno de ellos (inicialmente didanosina y zalditap También aparecieron estudios
sobre las ventajas de una posible monoterapia iseialie Todavia en 1995 se

continuaba recomendando la monoterapia iniciadaAzdno con didanosina.
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Tabla I.6. Listado de medicamentos antirretrovirales.

Medicamentos antirretrovirales
Familia
Principio Activo Medicamento
Zidovudina (AZT) Retrovir®
Didanosina (ddl) Videx®
Zalcitabina (ddC)* Hivid®
Inhibidores de la trascriptasa inversa LIZ?Tt\i;/uuc(ljilnn; ((gig Ezp|e\:::g
analogos de nucledsidos (ITIANs) Abacavir (ABC) Ziagen®
Emtricitabina (FTC) Emtriba®
Festinavir**
EFdA**
Nevirapina Viramune®
Efavirenz Sustiva®
Inhibidores de la transcriptasa inversa Delaviridina Rescriptor®
no anélogos de nucledsido (ITINNS Etravirina Intelence®
Rilpivirina Edurant®
MK-1439*
Nelfinavir Viracept®
Ritonavir Norvir®/Kaletra®
Saquinavir Invirase®/Fortovase®
Indinavir Crixivan®
- Amprenavir Agenarese®
Inhibidores de la proteasa (IP) Lopinavir Kalota®
Atazanavir Reyataz®
Fosamprenavir Lexiva®/Telzir®
Tipranavir Aptivus®
Darunavir Prezista®
Inhibidores de la transcriptasa inversa . .
analogos de nucleétidoz (ITIANt) Tenofovir (TFV) Viread®
- L Enfuvirtida (T-20) Fuzeon®
Inhibidores de la fusion Maraviroc (MVC) Selzentry®
Raltegravir Isentress®
Inhibidores de la Integrasa Elvitegravir Stribild®***
Dolutegravir**
Inhibidores de la Adhesion BME 663068*
Anticuerpos monoclonales anti-CCR5
*%*
* Casi en desuso por su elevada toxicidad
** En desarrollo
*** En combinacion con TFV y FTC (aln no aprobadoEiropa)
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A partir de 1995 aparecen las primeras hipotedisesa mayor efectividad de la
terapia combinada desde el inicio, confirmandose kxs resultados de estudios

clinicos.

La comercializacién en 1996 de los inhibidoresal@rbteasa, coincide con un
cambio en la estrategia terapéutica (utilizacidrcambinaciones potentes de al menos
tres medicamentos) y con la posibilidad de moratorila respuesta terapéutica
mediante la mediciébn de la carga viral plasmatica.aparicion del “Tratamiento
Antirretroviral de Gran Actividad” (TARGA), que dmsa en combinaciones de varios
farmacos antirretrovirales, represent6 una graalueion que condujo a una reduccion
muy importante de las complicaciones clinicas y ra aumento notable de la
supervivencia>* Posteriormente aparecieron los farmacos inhibgldeela fusion y ya,
por ultimo, los inhibidores de la integrasa. Al métiempo, han surgido importantes
limitaciones como los efectos adversos y desarrdio resistencias. A pesar de
producirse grandes avances en los medicamentosctesp tolerancia y potencia, las
opciones siguen siendo limitadas por lo que debesepvarse opciones futuras de
tratamiento.

En la actualidad, los medicamentos antirretrovirale usan en combinaciones,
generalmente de por lo menos tres medicamentosadedeuna clase, que incluyan 2
ITIANY 102 IP; 2ITIANY 1ITINN; o 2 ITIAN y1 inhibidor de la integrasa. Con
esta terapia combinada denominada TARGA se consigiseles indetectables de
cargas virales en sangre a las 48 semanas der ipictaatamiento. La eleccién del
régimen antirretroviral se establece de forma iddalizada para cada paciente, segun
sus ventajas e inconvenientes potenciales. Se temecuenta el grado de
inmunosupresion y carga viral basal del pacientdhegencia al tratamiento,
complejidad de la posologia, restricciones alinamaque implica, efectos adversos
que pueden originar e interacciones farmacocireticas futuras opciones terapéuticas
se reservan en caso de fracaso terapéutico. Esllpoque se hace necesario obtener
métodos analiticos que permitan la monitorizaciénukdnea de varios de estos

farmacos en muestras bioldgicas.

Las Ultimas tendencias que se estan siguiendo @aahuar y mejorar las

estrategias del tratamiento pasan por realizastutd® de los siguientes parametros:
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Respuesta cliniceEl objetivo del tratamiento es evitar la apamcte sintomas
y la progresion a SIDA en los enfermos sintomaticademas de evitar el
desarrollo de nuevos episodios oportunistas o larfawen los pacientes con
SIDA. Por tanto, la aparicion de una infeccion dpoista, de sindrome
consuntivo asociado al VIH o de una neoplasia i@t@ca con el SIDA debe

considerarse como un fracaso terapéutico.

Respuesta inmunoldgica (linfocitos CD4-Bste es un factor importante para el
inicio de la terapia antirretroviral, ya que espradictor de la mortalidad y de
los beneficios del tratamiento. Se realiza un rettuen la primera visita a la

consulta médica para adoptar decisiones respettiial de la terapia.

Respuesta viroldgica del VIH (carga viral plasméatiexpresada en ARN/mL o
en logo). El objetivo del TARGA es conseguir una supreddmas répida y
duradera posible de la replicacion viral. Lo maac8® es monitorizar la
respuesta al tratamiento midiendo la carga virasmplatica. Durante el primer
mes el descenso ha de ser de un valor inferiol® 1ego y a los 3-6 meses
deberia de ser indetectable (menor de 20-50 copgasARN/mL). Se ha
demostrado un claro beneficio viroldégico cuand@ estuento esta por debajo
de 50 copias de ARN/mL.

Niveles plasmaticos de farmacdSe han realizado pocos estudios que hayan
valorado de modo prospectivo la utilidad de la wcheteacion de niveles
plasméaticos de farmacos antirretrovirales. En sstéido, la medida simultanea
de todos estos compuestos en muestras biologigaere la puesta a punto de
estrategias analiticas adecuadas que permitantdandeacion de los mismos

(seccion siguiente).

Resistencia del VIH a farmacos antirretroviral& desarrollo de resistencias es
consecuencia de la alta dindmica de replicaciorvti¢lque tiene lugar durante
el proceso de enfermedad. Asi pues, el tratamibenvara a la aparicion de
variantes resistentes como poblacion predominamtseenanas o meses si el

tratamiento no llega a suprimir de forma absolateeplicacion viral.
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- Cociente inhibitorio (IQ).Una de las aproximaciones mas recientes en la
blusqueda de pardmetros que ayuden a predecir @ terapéutico es la
combinacion de estudios de resistencias y estutiosiacocinéticos de
antirretrovirales. El objetivo teorico del 1Q egegrar ambas informaciones en
un parametro Unico que ayude a predecir una respusdecuada. Este
pardmetro expresa la relacién entre la concentracitnima alcanzada por el
farmaco durante el intervalo de dosificacion y daceptibilidad virica a dicho
farmaco (IGo 0 1Cg5) para una cepa viral determinada y ajustada sebgrado

de unién a proteinas plasmaticas mediante ensagofifiicos (IQ= 1Gin/ICos).

Cuando un paciente infectado por el VIH deja denato la terapia de
combinacion (TARGA) casi invariablemente el viruselve a niveles de replicacion
sustanciales (rebrote), aunque durante el tratansn hubiese vuelto indetectable por
pruebas convencionales durante largos periodasmgad, incluso de hasta 2 afios. Este
rebrote se explica por la presencia de célulastadas en los lugares en los que los

medicamentos no logran ejercer bien su actidn.

1.6.1.3. Determinacion de farmacos antirretrovirales en muestras biologicas.

Como se ha comentado en el apartado anterior,epsedinteresante llevar a
cabo el control de los niveles plasméticos de fmmécos empleados en las terapias
antirretrovirales (generalmente mezclas) asi coensus interacciones con las proteinas
plasméaticas. En este sentido, las estrategias mpk&das para su determinacion en

plasma humano se basan en cromatografia de ligoiaodeteccion UV o MS.

En la bibliografia, la mayoria de los métodos elgasacion y cuantificacion de
farmacos antirretrovirales usan cromatografia tigude fase reversa con deteccion
ultravioleta o, en los ultimos afios, espectromeatdamasas. La deteccién con MS es
exacta y selectiva para la cuantificacion de deatexdos farmacos, como por ejemplo:
zalcitabind®®, indinavir'®” y saquinavit®®. Por otro lado, la deteccién con UV es
ampliamente utilizada para la determinacion y dtieation individual de numerosos
antirretrovirales en fluidos humanos. Algunos ejrmpson el indinavit®® - 161,
nelfinavirl®?, ritonavirl®3.164 saquinavit®® 166 lamivudinal®’ 168 estavudin&®®-170,
didanosin&’*172 zidovudina 3174 nevirapind’®, delavirdind’®1"’y efaviren2’8. Sin

embargo el nimero de métodos que permiten una determinatidultdnea de varios
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farmacos pertenecientes a la misma familia teraggen fluidos biol6gicos son menos
numerosos. Asi se pueden encontrar métodos padetéaminacion simultanea de
varios inhibidores de la proteasa como: ritonavsaguinavit’®, indinavir, ritonavir,
saquinavir y nelfinavi® indinavir, amprenavir, ritonavir, saquinavir ylfiavir 18-
183 y para tres ITIANs (dideoxycytidina, didanosinaigiovudina):®* También existen
algunas aplicaciones centradas en la separaciorrporatografia de fase reversa y
posterior deteccion por UV para la combinacionataifias de farmacos pertenecientes
alos IP y los ITIANs en plasma huma#®: 18De igual modo se pueden cuantificar en

plasma humano hasta seis'#P.

Respecto al tratamiento de las muestras de plabisricamente se ha
utilizado la extraccion liquido-liquido, medianteuso de dietiletet®® Si bien en los
ultimos tiempos, los pretratamientos de las mugsteaplasma con extraccion en fase

sélido-liquido (SPE) han ido ganando cada vez masitancial8318

Por otro lado, como se ha comentado en apartatesaes, la electroforesis
capilar (CE) ha emergido en las ultimas décadasocmma técnica de separaciéon muy
poderosa que permite resolver mezclas de un grarenoide sustancias muy variadas,
entre las que se incluyen numerosos farm&Sd€°Al contrario de lo que ocurria con
las técnicas cromatogréficas, existen escasascpalidnes que utilicen la separaciéon y
determinacion por electroforesis capilar de aritiorérales, estando la mayor parte de
trabajos encaminados a determinar farmacos peréenes a los inhibidores de la
proteasa (por lo general en suero hum#io¥?0 a la separacion de analogos de
nucleosidos inhibidores de la transcriptasa inversaoluciones estandar como es el
caso de la didanosind® o la estavudina, didanosina, lamivudina, zidovadin
(compuestos separados mediante electrocromatogabilar en disoluciones estandar
acuosas)®*Ademas los métodos que combinen la separaciénntificacion conjunta
en muestras biologicas de farmacos inhibidoresadgrbteasa e inhibidores de la
transcriptasa inversa analogos de nucleésido susim menos habituales tanto usando
CZE'®5 0 MECK1% Algunos métodos electroforéticos muestran la sep@m en suero
de hasta 4 inhibidores de la proté&saotros, empleando diferentes modificadores del
flujo electroosmoético llegan a conseguir la separace hasta 11 antirretrovirales en
unos 8-9 minutos. Se ha reportado, asi mismo, pleende micelas de dodecil sulfato

sédico (SDS) utilizando MECK para la separacion sarero humano de cuatro
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inhibidores de la proteasa (indinavir, ritonavagsinavir y nelfinavir), tres inhibidores
de la transcriptasa inversa analogos de nuclegsgiavudina, zidovudina y didanosina)
y dos inhibidores de la transcriptasa inversa rdogos de nucledsido (nevirapina y
efavirenz)!%’ En este sentido, un factor a destacar, es que depelectrolito de fondo
puede afectar a la estabilidad de algunos de I0g.ARbido a este hecho, es poco
habitual encontrar métodos que utilicen condicioakslinas extremas, existiendo
alguna publicaciéon que hace uso de tampones ddolfosfato en combinacién con

SDS*8 o condiciones alcalinas utilizando cromatogralégteocinética-

1.6.2. Farmacos inhibidores de la resorcion 6sea.
[.6.2.1. El hueso y la osteoporosis.

El hueso comprende la mayor proporcion de tejidoectivo del cuerpo.
Consiste esencialmente de una matriz extraceluteralizada y de células especificas:
osteoblastos (encargados de formar hueso y de otamtisu mineralizacion),
osteoclastos (encargados de destruir hueso en stjgecificos) y osteocitos (que son
osteoblastos inactivos). El 90 % de la matriz oig@rdel hueso lo conforma el
colageno. El 10 % restante lo componen una serigrateinas como por ejemplo la
osteocalcina o la osteonectina. La parte minekddizsstd compuesta por microcristales
de un mineral de caracter alcalino de calcio y dmsfdenominado hidroxiapatita
[Caio(PQy)s(OH)2]. Durante toda la vida esta matriz se encuentrarenregeneracion
constante como consecuencia de un proceso quenseec@omo recambio 0seo o
remodelacion 6sea (“bone turnover”). Estos micetales se encuentran incrustados
entre las fibras de colageno formando un matefgitioc a la vez que flexible y
resistente. Estas caracteristicas le confierenrazd y resistencia necesaria para formar
parte del endoesqueleto de los vertebrados. Eblaawhién cuenta con vasos y nervios
que irrigan e inervan su estructura. En el ser mentay unos 206 huesos. El conjunto
total y organizado de los huesos se denomina equglsupone alrededor del 9% del
volumen del cuerpo y el 17 % de su pé¥oUn sistema esquelético sano resulta
esencial para la salud y la calidad de vida. Deberse en cuenta que los huesos son
los responsables de funciones vitales tan imp@sambmo sostener el cuerpo o
proteger 6rganos vitales como los pulmones o ezdr. Ademas son la fijacion sobre

la que se asientan los musculos que permiten gestovimientos. Por si esto fuera
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poco, los huesos resultan ser el mayor almacéncuEipo humano de elementos

minerales esenciales para la vida.

Aparte de los problemas éseos derivados de ladog&e provenientes de
alteraciones de los niveles de calcio, magnesio Ogfofo (hipercalcemia,
hipoparatiroidismo, hipo/hipermagnesemia, hipo/tiggfatemia, etc), las patologias
0seas mas comunes son: la osteomalacia, el ragojtie enfermedad de Paget, el
mieloma y laosteoporosis La osteoporosis es una enfermedad sistémica lésgae
que se caracteriza por una disminucion de la masm ¢ un deterioro de la
microarquitectura de los huesos, lo que suponeuwmento de la fragilidad de los
mismos y del riesgo de sufrir fracturas. Esta pafiel es asintomatica y puede pasar

desapercibida durante muchos afios hasta que finrae manifiesta con una fractura.

Segun los datos de la Sociedad Espafiola de Reugi@dSER), se estima que
la osteoporosis afecta a unos 75 millones de passen Europa, Estados Unidos y
Japon. Esta patologia es més frecuente en mugreque también pueden sufrirla los
hombres, especialmente si tienen una edad avanZadel. caso de Espafia, se estima
gue 2 millones de mujeres tienen osteoporosis.d2bd) la prevalencia en la poblacion
postmenopausica es del 25%; es decir, 1 de cadajetes tiene esta enfermedad que
ocasiona unas 25.000 fracturas al afio. El origda dsteoporosis debe buscarse en los
factores que influyen en el desarrollo y la calidid hueso. El riesgo de padecer
osteoporosis vendra determinado por el nivel maximaonasa 6sea que se obtenga en
la edad adulta y el descenso producido por la véjdemas del envejecimiento, en su

aparicion intervienen factores genéticos y heredga

En cuanto al tratamiento de la osteoporosis, kcse&in del mismo dependera de
las caracteristicas del paciente. Los expertoserdan que para que sea eficaz debe
seqguirse de forma constante durante varios afigsfdrmmacos que se emplean en la
actualidad para combatir la osteoporosis consigedener laesorcion 6sey evitar la
pérdida del mineral. Se denomirgsorcion 6seal procedimiento que lleva a la sangre
a recoger el tejido 6seo que eliminan las célutamahinadas osteoclastos. Estas células
se adhieren al tejido 6seo y lo destruyen ya quesmineralizan. El tejido eliminado,
de este modo pasa a la sangre. Estos farmacosoquzaien la osteoporosis son los

llamados inhibidores de la resorcion 6sea, ensejle se encuentran: los estrégenos,
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las calcitoninas, los bifosfonatos (p.e.: etidronatlendronato y risedronato), los
moduladores selectivos de los receptores estragg€nfraloxifeno) e incluso las

estatinas, unos farmacos que se emplean para doellatlesterol.

1.6.2.2. Bifosfonatos.

Los bifosfonatos son una clase de medicamentos sgueutilizan en el
tratamiento de la pérdida de masa 6sea que seger@tuenfermedades tales como la
osteoporosis, el mieloma multiple, la metastaseads la enfermedad de Pagf8t202
Su nombre deriva de la existencia en su estrugjuiica de dos grupos fosfonato,
similares a los de la estructura del pirofosfatimrs pero en los que el oxigeno central
del pirofosfato (P-O-P) esta sustituido por un oab (P-C-P) (Figura 1.9). Esta
similitud estructural al pirofosfato determina eargmedida sus mecanismos de accion,
ya que les permite mimetizarse con el pirofosfatuhiendo la actividad de enzimas
tales como la farnesilpirofosfato sintasa (FPP33 tsopentenilpirofosfato isomerasa
(IPPI) que utilizan como sustrato pirofosfé&t®Ademas, a diferencia del pirofosfato,
los bifosfonatos tienen dos grupos funcionales wrestructura que estan unidas al

atomo de carbono (ver Figura 1.9).

La estructura P-C-P de los bifosfonatos los hacg nesistentes a la hidrolisis
quimica y enzimética; de ahi, la baja biodispordbd de estos compuestos que se
excretan inalterados sin ser metabolizados en gdnismo. A pesar de ello, esta
estructura es también la causante de que los ifafs tengan una gran afinidad para
formar complejos con el calcio; de manera que éagipiias cantidades del farmaco que
se consiguen absorber se fijan rapidamente a leoXiggatita del hueso donde

permanecen durante muchisimo tiempo.

Atendiendo a su estructura quimica, los bifosfosae clasifican en dos grupos

(ver Figura 1.9):

a) Bifosfonatos nitrogenados: pamidronato, neridronatpadronato, risedronato,
zoledronato, alendronato e ibandronato.

b) Bifosfonatos no nitrogenados: etidronato, clodronatiludronato.
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En la actualidad los mas utilizados son el alemat® y el risedronato, que se

administran por via oral, usandose en casos némesal pamidronato por via

intravenosa?%4.205
BIFOSFONATOS NO NITROGENADOS
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Figura 1.9. Estructura quimicas de los bifosfonatos mas erdpkan los tratamientos de enfermedades

Oseas.

Los grupos funcionales unidos al atomo de carbamdaeestructura P-C-P

determinan en gran medida la afinidad del compussimieso, afectando por lo tanto a

la potencia, la duracion del efecto y la especifidi Por ejemplo, se sabe que los
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grupos hidroxilo aumentan la fijacion mientras eqleloro la disminuye. De esto se

deduce que la fijacion del clodronato sera muyriofea la del resto de compuestos.

Por lo tanto, los dos tipos de bifosfonatos traba@n mecanismos diferentes en
el objetivo comun de destruir los osteoclastos, élsinecanismo de los bifosfonatos no
nitrogenados se basa en la metabolizacion de lenosi a un analogo de ATP
(adenosin trifosfato) toxico. El bifosfonato se atetlizaria en los osteoclastos dando
lugar a un metabolito que compite en el metaboliemergético con el ATP celular.
Esto conllevaria al inicio de una apoptosis celydar inhibicion de la funcion
mitocondrial, reduciéndose pues el nimero de ostgns2°62°” En cambio, la base de
la accion terapéutica de los bifosfonatos nitrogesses muy diferente. Su mecanismo
de accion se basa en la inhibicion de la enzimaSFRRa enzima necesaria para la
formacién de isoprenoides. Estos compuestos lipédison necesarios para la
modificacion postranslacional de una serie de pmate entre ellas las guanosin

trifosfatasas, cuya accion sobre la funcion osésticla queda interrumpide®

Los efectos secundarios mas comunes en los pregacadles son el malestar
estomacal y la inflamacion del es6fago. Por eswmbrraos pacientes deben estar
sentados en posicion erguida por un tiempo comjerehtre 30-60 minutos una vez
hayan tomado la medicacién. También se han asocida osteonecrosis de
mandibula?®® Otras posibles reacciones adversas menos gravedielwa para la
administracion intravenosa o ligeros aumentos detgo de descompensacion

electrolitica. Los efectos a largo plazo aun seienttan bajo investigacion.

1.6.2.3. Antecedentes bibliogréaficos en el analisie bifosfonatos.

Los bifosfonatos, por su naturaleza quimica, soreto analitico a la hora de su
separacion y cuantificacion. Esto es debido a goe:compuestos fuertemente polares
0 i6nicos por lo que es dificil su separacion meidHPLC de fase inversa, ademas,
tienen varios valores de pKa, que se extienderoéa &l rango de pH, lo que hace
complicado mantener una Unica especie quimica soiudién para su separacion; su
capacidad de formar complejos con iones metalieae lque puedan interaccionar con
superficies metalicas dando lugar a picos cromafmgs con colas; son especies
dificiles de detectar, ya que en general no pogagros cromaoforos; y no son volatiles

por lo que necesitan ser derivatizados para suragpa mediante GC. Ademas,
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también es necesario tener en cuenta la dificujad supone la separacion y
determinacion simultanea de varios bifosfonatogjya todos ellos tienen estructuras

guimicas muy parecidas.

A pesar de todas estas dificultades, en los Udtiafios se han publicado varios
métodos de determinacion de bifosfonatos en difesetipos de muestras; bien sea en
fluidos corporales (sangre, suero u orina) o epgreelos farmacéuticos, generalmente,
enfocados a la determinacién de un Unico bifosfofidtLa mayoria de los métodos
desarrolladose basan en el empleo de la técnica de HPLC emadalidades de fase
invers&218 pares i6nicdd®??” y cromatografia i6nic&®2% con deteccion
espectrofotométrica o fluorescente mediante remesio de derivatizacion pre o
postcolumna de los bifosfonatos. En algunos casias reacciones de derivatizacion
persiguen dos objetivos: uno principal, que coasst introducir en el analito un grupo
cromoforo o fluor6foro para su deteccion con magensibilidad y, por otro lado,

conseguir formar una especie que se pueda sepasd@niimente.

Asi, se ha desarrollado un método para la cuamtiticy de alendronato en orina
mediante HPLC de fases inversa con deteccion ftgerge, utilizando 2,3-
naftalenodicarboxialdehido (NDA) para la derivatitm precolumna del analitd?!
Este mismo reactivo fluorescente se ha utilizadtaemantificacion de pamidronato en
muestras de huesé!? Otro reactivo ampliamente utilizado en reacciones d
derivatizacion precolumna para formar derivados orlacentes es el 9-
fluorenilmetilcloroformato (FMOC). Existen numerssejemplos del uso del mismo
para la determinacién de alendronato en preparfadomcéuticod? (en este caso con
deteccion UV), plasma humaiibu orina?*® En todos los casos la separacion se lleva a
cabo mediante HPLC de fase inversa. También sdilimdo la fluorescamina como
agente derivatizante precolumna. Asi, se ha desstituso en la cuantificacion de
pamidronato en sangi®®, plasm&!’y orina?'® mediante HPLC de fase inversa y

deteccion fluorimétrica, llegandose a alcanzartéisde deteccion de 2,3 ng/rfil’.

Al tratarse los bifosfonatos de compuestos muyrpelasu separacion mediante
HPLC de fase inversa resulta, muchas veces cordplidan estos casos, una buena
alternativa es el uso de la cromatografia de pargsos, en la cual la tipica fase mévil

empleada en la cromatografia de fase inversa sdficaodon un anién o catién
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organico (un acido alquilsulfénico o una aquilamin@aternaria) capaz de interaccionar
con los analitos de carga opuesta formando urdpara. Asi, se ha utilizado este modo
de separacion para la determinacion simultanea ldaed@nato, pamidronato,
zoledronato y etidronato en formulaciones farmacéstmediante el uso de detectores
de dispersion de luz evaporativa (“Evaporative ti§battering Detector”, ELSD), que
aunqgue no proporcionan una sensibilidad elevadaltam adecuados para el analisis de
formulaciones farmacéuticad®® También, se ha descrito la cuantificacion de
zoledronato y sus productos de degradacion en ma@ps farmacéuticos mediante
HPLC de pares idnicos con deteccion UV directa@r utilizando hidrogenosulfato
de tetrabutilamoni&’® o bromuro de tetrabutilamori® como formadores de pares
i6nicos (alcanzando limites de deteccion de 8 py/Akimismo, se han desarrollado
metodologias de HPLC de pares ionicos con deteddMrdirecta a 262 nm para la
determinacion de residronato en preparados farrtiaoéd? plasma de rat&@y orina

humana?4

No obstante, al igual que ocurria con la cromaften fase inversa, en el caso
de la cromatografia de pares i6nicos también es maiwtual el uso de reacciones de
derivatizacion precolumna de los bifosfonatos, paradeteccion mediante absorcion
VIS-UV o fluorescencia. Estas derivatizaciones seden realizar con numerosos
reactivos, como por ejemplo el 1-naftilisotiocianaempleado para determinar
pamidronato en muestras de orina mediante HPLC atespidnicos y deteccion
fluorescente, alcanzado limites de deteccién dg/BIn??°La misma metodologia se
utilizé para el andlisis de preparados farmacésitipero la deteccion se llevé a cabo
espectrofotométricamenté® También, se ha utilizado ekftaldehido como reactivo
derivatizante de alendronato para su determina@an productos farmacéuticos
mediante HPLC de pares ionicos y deteccion esgettroétrica a 333 nm (limites de
deteccion de 14 pg/mt¥ o en orina, con deteccién fluorimétrica (limitesdigeccion
de 0.3 pg/mLy?"

Por otro lado, la naturaleza y estructura quimieaste tipo de compuestos los
convierte en buenos candidatos para su separasidcrgmatografia ionica. Asi, se ha
descrito el empleo de este tipo de cromatografiiadedeccion conductimétrica, para la
determinaciéon en preparados farmacéuticos de a@eattf?® y pamidronaté?® con

limites de detecciéon 5 pg/nfe? También se han utilizado detectores de indice de
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refraccién acoplados a la cromatografia idnica pemeterminaciéon en formulaciones
farmacéuticas de alendrongifty pamidronaté*! alcanzandose limites de deteccién del
orden de 0,4 pg/mL. Con el fin de mejorar la sdldéd de la deteccién, se han
desarrollado metodologias basadas en el empleoaderomatografia i6nica con
derivatizacion post-columna; por ejemplo se hazatilo Fe(lll) en medio 4cido para
formar post-columna un complejo absorbente con rolwto que permite su
determinacion en preparados farmacéutiés este mismo bifosfonato se ha
determinado en orina por cromatografia idnica y deteccion espectrofotométrica a
550 nm del complejo mixto formado al reaccionartwodumna el clodronato con
torio-AEDT-xilenol. 223 Otra estrategia de detecciéon bastante utilizadea ga
determinacion de bifosfonatos mediante cromatagradhica es la deteccion UV
indirecta, por ejemplo, utilizando como fase médldo nitrico diluido. Asi, se puede
detectar etidronato a 240 At olpadronato a 235 ity alendronato, etidronato y
clodronato a 220 ni#t®

Una alternativa interesante a la técnica de HPlata pla separacion y
determinacion de bifosfonatos es la electroforeajgilar (CEF°En la Tabla 1.7se
recogen algunas de las metodologias desarrollagssdas fundamentalmente en la
modalidad de electroforesis capilar de zona (C£B)distintos sistemas de deteccion y
aplicadas a la determinacién de bifosfonatos epgpeglos farmacéuticdd®Asi, se ha
utilizado la técnica de CZE con deteccién UV a B@0para el control de la pureza de
preparados farmacéuticos de clodrorfdtd@ambién se han desarrollado metodologias
para analizar clodronato y sus impurezas en prdparfarmacéuticos mediante CZE
acoplada a la deteccion por ESI-MP8Ademas, se han ensayado otros modos de
separacion electroforética diferentes a la CZE,aces el caso de la determinacion de

pamidronato mediante isotacoforesis con detecamdm@nductividad3®
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Tabla 1.7. Resumen de las principales técnicas electrofostticsadas en el andlisis de algunos
bifosfonatos.

Analito Tipo de electroforesis capilar Deteccion L.D.
Pamidronat&® Isotacoforesis capilar Conductividad
Alendronatd® CZE usando compleja<_:|on contu UV (254 nm)

dentro del capilar
CZE deteccion indirect uv
Clodronaté** con deteccion Indirecta por LUV -y, (254 nm) |  1lpug-mL*?
usando colorantes en el electrolito
80-220
Clodronatd*® CE-ESI-MS MS -
pg-mL
Clod 3>’ L
(I;p:l?rneazas) CZE con deteccion directa UV UV (200 nm) | 0.25ug-mL*
Ibandronaté® | CZE con deteccion indirecta por UV
. UV (254 2 ug-mL?
(Impurezas) usando K CrO4 en el electrolito ( nm) Hg-m
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IL.OBJETIVOS

De acuerdo con lo expuesto en la Introduccién,féosiacos antirretrovirales
son la base del tratamiento antirretroviral, ell @mnsiste en minimizar la replicacion
del VIH. Estos farmacos pertenecen a diferentedlitenen funcion de su mecanismo
de accién, y se suelen administrar bajo una egteatierapéutica consistente en la
combinacion de al menos tres farmacos pertenesieatediferentes familias,
permitiendo conseguir niveles indetectables deaceirgl en los pacientes sujetos a este
tipo de tratamiento. Las combinaciones terapéutsEaseleccionan individualemtne
para cada paciente en funcion de diferentes factmmo puenden ser la adherencia al
tratamiento, los efectos adversos o las interaesiaderapéuticas. Debido a que el
abandono de la terapia provoca un rebrote en gaoaral, incluso en sujetos que han
estado afios con cantidades idetectables de vBtas posologias de medicamentos se
deben administrar durante toda la vida del pacidme ello es necesario disponer de
métodos analiticos que permitan la monitorizaciémukdnea de varios de estos
farmacos en muestras bioldgicas, con el fin de paEdizar estudios farmacocinéticos
y toxicologicos; o evaluar la adherencia al tratmto, el efecto de posibles

interacciones con otros farmacos o la apariciéefdetos adversos

Otro grupo de farmacos muy utilizados, en la aatad| son los bifosfonatos
gue se emplean en el tratamiento de enfermedadegEas relacionadas con la pérdida
de masa 6sea, tales como la osteoporosis, el naetodttiple, la metastasis 6sea o la
enfermedad de Paget. La estructura quimica de &stoscos facilita su fijacion al
calcio. Por esta razon, los bifosfonatos se acumetteel hueso, pudiendo fijarse a éste
durante afios. Por lo tanto su eliminacion se pmdie forma muy lenta, pudiendo
hacerse un seguimiento de la misma a través de&isia en muestras biolégicas. Por
otro lado, su estructura también provoca una bagidponibilidad de estos
compuestos. Debido a estos factores, también se Ima&cesario disponer de
metodologias analiticas que permitan la determbmade estos farmacos en muestras
biologicas. Ademas, el hecho de que este tipo depuestos carezca de grupos
cromoforos, los convierten en un reto analitic@eanto a su determinacion. Esto hace
gue, incluso en la fase de control del procesoateidacion del farmaco, se haga
necesario el desarrollo de metodologias analitichastas y fiables que permitan el

analisis de las diferentes formulaciones farmacastile estos medicamentos.
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Por lo tanto, ebbjetivo general de la presente Tesis Doctoral desarrollo de
nuevas metodologias analiticas, basadas en el eng@etécnicas de separacion
cromatograficas o electroforéticas acopladas aatifes sistemas de deteccion, para la

determinacion de dos grupos de farmacos: antiviesles y bifosfonatos.

Metodologicamente este objetivo general se abordatr@vés de los siguientes

objetivos especificos:

1. Puesta a punto de metodologias analiticas que tagrni determinacion
simultanea de varios farmacos antirretroviralesnelestras de plasma humano
mediante la técnica de HPLC-UV. Para que se pueghoar dichos métodos
en laboratorios clinicos que realicen analisis dina, se buscara que sean

fiables, sencillas, baratas y rapidas.

2. Desarrollo de un método analitico basado en ladéate CE-UV para el control
analitico de los niveles plasmaticos de diferefdemacos antirretrovirales con
el fin de mejorar las caracteristicas de rapideonste de las metodologias de

HPLC-UV desarrollados en los estudios anteriores.

3. Evaluacion del potencial analitico de la técnicaldB-MS como sistema de
deteccion en el desarrollo de metodologias hibridBEC-ICP-MS y CE-ICP-
MS para la determinacién de bifosfonatos, conretlé mejorar la detectabilidad
de estos compuestos que no poseen grupos cromoéfimediante la

monitorizacién selectiva del fésforo presente enntesmos.
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[11.1. INSTRUMENTOS Y APARATOS

v Equipo de HPLC modular (Shimadzu, Kyoto, Jap6n) me&sto por los
siguientes modulos: dos bombas de alta presionobée gistébn LC-10 AD VP, un
autoinyector SIL-10 AD VP de volumen de inyecciGariable (de 1 a 500 uL) y
capacidad para 100 muestras, un desgasificadofnea DGU-14A, un horno para
columnas CTO-10A VP, un detector espectrofotom@tfidS-UV) SPD-10A VP y un
controlador SCL-10A VP que con la ayuda de un PE€I goftware LC Solution

(también de Shimadzu) controla todos los modulbsrdenatdgrafo.

v Para la separacion cromatogréfica acoplada a w@ttdetiICP-MS (Element 2)
se ha utilizado un equipo de HPLC modular compupstodos bombas de alta presion
de doble piston Shimadzu modelo LC-20 AD VP y uadvmla de inyeccion de seis
vias Rheodyne modelo 7125 (Rheodyne, Cotati, CAJBEcon bucles de inyeccion
de PEEK (“Polyehter Ehter Ketone”) de 20 uL 6 50 pL

v Equipo de CE modelo HP 3D-CE (Agilent Technologiealo Alto, EEUU),
equipado con un detector de absorcion UV de di@ioserie (DAD). El control del
equipo y la adquisicién de datos se realiz6 caofiivare HP3DCE Chemstation. Este
equipo dispone de un cassette en forma de “L” qurtiene el capilar de separacion y
permite su acoplamiento a un detector externoagmdsente tesis el equipo se acoplo a
un ICP-MS con analizador de tipo cuadrupolo y cedéacolision/reaccion (CRC)
modelo iICAP-Q (Thermo Fischer Scientific, WalthamA, EEUU). El sistema de
adquisicion de datos electroforético utilizado eteecaso en el que se acopla un CE y
un ICP-MS ha sido el propio software QTegra deligo de ICP-MS.

v Equipo de ICP-MS con analizador de tipo cuadrupglo celda de
colision/reaccion (CRC) modelo iCAP-Q (Thermo Fesclcientific). El equipo cuyo
esquema se muestra en la Figura Ill.1, disponendeebulizador modelo “Mira Mist
CE” (Burgener Research Inc., Mississauga, Ontafi@nada) que permite su
acoplamiento como detector al equipo de CE (HP BED-Bgilent Technologies)

mediante una interfase cuyo esquema se muestsaFégura 1.7.
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Camarade ) Vibwula de

Celda de colision
con guia de iones

) ) Lenies de enfoque
Skammer Haico

Bomba Rotatoria Bomba Bomba
Turbemoleculnr Twrbemolecular

Figura lll.1. Esquema de un ICP-MS provisto de celda de coligéncion.

La antorcha donde se genera el plasma (ver Fidula $e compone de tres
tubos concéntricos de cuarzo, el central (con a&mdiro de 1,5 mm) para el flujo de Ar
gue transporta el aerosol de la muestra, el intiongara el Ar auxiliar que centra el
plasma y el exterior para el flujo de Ar necesgaoa formar el plasma y refrigerar la
antorcha. Una vez que el aerosol de la muestra emtrel plasma, es desolvatado,
vaporizado, atomizado e ionizado, los iones forrsadon conducidos hacia el
analizador de masas a través de la interfase daceikin (ver Figura Ill.1) formada por
el “sampler” y el “skimmer”. Los conos de la in@sé de extraccién son de platino y

tienen unos orificios centrales de 1.5 mm el “samipt 0,7 mmm el “skimmer”.

Cuando los iones salen del “skimmer” se focalizeacigs a la accién de una
serie de lentes electrostaticas que hay en ehmsambién conocidas como lentes de
enfoque ionico) que coliman y focalizan el haz dlees hacia el analizador de masas

gue es de tipo cuadrupolo. Entre el sistema deedeptel analizador de masas se
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encuentra la celda de reaccion/colision (CRC) gueugde emplear en uno u otro modo
dependiendo del gas con el que se presurice la;cakl como los potenciales de
entrada y salida de la propia celda. En este edaiponfiguracion de la celda consiste
en un flatapolo y fue presurizada con una mezotacqutiene un 5% dezldn He como
gas de reaccion, para eliminar las principalesfertencias poliatdbmicas que afecta a la
determinacion dé'P (principalmenté®N0O* y 1“N16O'H*). El detector del equipo es
un “multiplicador de electrones secundarios” (SEM}e funciona tanto en modo

digital como analégico dependiendo de la intensittath sefial.

v Equipo de IPC-MS de doble enfoque, modelo Elemer(ft2rmo Fischer

Scientific). El equipo dispone de un nebulizadotige paso paralelo mejorado modelo
“Mira Mist” de teflébn (Burgener Research Inc.) qoermite su acoplamiento al equipo
de HPLC mediante un tubo de PEEK que conecta lalasade la columna

cromatografica con la entrada del nebulizador. Bstrilizador de paso paralelo trabaja
con un capilar cuyo diametro interno es de 500%ffrha antorcha del equipo es de
cuarzo tipo Fassel, con un canal central de 1 mulidteetro interno. Los conos de la
interfase de extraccion, “sampler” y “skimmer”, st niquel, con un diametro interno
de 1 mm y 0,5 mm, respectivamente. El analizadamdsas es de doble enfoque y el

detector del equipo es un SEM.

El analizador de doble enfoque (Figura I11.2) card# un sector magnético y un
sector electrostatico dispuestos conforme a unangegt de Nier-Johnson inversa,
puesto que el enfoque magnético se realiza previtare electrostético. Los iones
procedentes de la interfase de extraccién son adésca través de las lentes a una
rendija de entrada al analizador de apertura Marigh perpendicular al campo
magnético. Manteniendo fijo el voltaje y variande@mpo magnético, los iones siguen
trayectorias diferentes y se separan segun suigelan/z. La rendija de salida
selecciona los iones de m/z especifica, que pdsati@r electrostatico donde se aplica
un potencial de corriente continua que permiterelifeiar entre aquellos iones que

presentan la misma m/z pero distinta energia cméti
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Figura lll.2. Esquema del ICP-MS de doble enfoque con geonu#ridier-Johnson inversa.

El poder de resolucion (R) se ajusta variandodiémetros de las rendijas de
entrada y salida. Este equipo permite trabajarres tipos de resolucion: 300 (baja
resolucioén), 4000 (media resolucion) y 10000 (edtsolucion). Es importante destacar
gue una mayor resolucion implica una menor apertigrdas rendijas, por lo que la
sensibilidad se ve disminuida. Segun las especifioas, operando a baja resolucion
con el doble enfoque, la sensibilidad es entre 100/veces mejor que la del analizador
cuadrupolo. En este caso, se trabaja con un padezslucion medio (4000), ya que
con esta resolucibn se puede conseguir la separaespectral necesaria para

discriminar eF*P de sus interferencias poliatdmicas.

v Dispositivo de agitacion vortex modelo RX3 (Velpiedtifica, Usmate, Italia)
gue permite una agitacion de 3000 rpm.

v Centrifuga Centromix modelo S-549 (Selecta, BarwgloEspafia) para la

centrifugacion de tubos de recogida de muestrasudgre.

v Bafio de agua modelo precis-term (Selecta) que pertermostatizar las
muestras a 60 °C.
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v pH-metro, modelo MP 220 (Mettler Toledo, Ohio, EEUU

v Balanza analitica modelo AG245 (Mettler Toledo).

v Concentrador centrifugo modelo SpeedVac Vacufugec@urator (Eppendorf,
San Diego, EEUU).

v Bomba de jeringa modelo ISMATEC KDS100 (KD ScidntifHolliston, MA,

EEUU) equipada con una jeringa de 5 mL (Hamiltengual permite controlar el flujo

del “make-up” que cierre el sistema electroforééocel acoplamiento CE-ICP-MS.
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l11.2. MATERIALES, REACTIVOS Y MUESTRAS

v Cartuchos de extraccion en fase sélida C18 SEP-@Waters (Milford, MA,
EEUU).

v Micropipetas de voliumenes variables Nichiryo NietigX (Maryland Heights,
MO, EEUU).

v Capilares de silice fundida para CE de 75 pm daeti® interno y 375 um de
diametro externo de Polymicro Technologies (Phgehx EEUU).

v Columna de HPLC en fase inversa, Kromasil C18 “apded” (250 x 4,6 mm,

5 pm de tamafio de particuld® Scharlau (Scharlab Group, Barcelona, Espafia).

v Columna de HPLC de intercambio aniénico, MetrosemoA Dual 2 (75 x 4,6
mm, 6 um de tamafio de particula), con una faseiestaia de polimetilmetacrilato

con grupos amonio cuaternarios de Metrohm (HeriSaiza).

v Columna de HPLC en fase inversa, Reprosil-Pur CQ8(250 x 4,6 mm, 5 um
de tamafio de particula), de Dr. Maisch HPLC GmbHnif#erbuch-Entringen,

Alemania).

v Columna de HPLC en fase inversa, Zorbax Eclipse XI3B(150 x 4,6 mm, 5
pm de tamafio de particula), de Agilent Technolofifedo Alto, EEUU).

v Todos los reactivos y disolventes utilizados fuedengrado analitico y no se
necesitaron purificaciones posteriores de los mismBara la preparacion de
disoluciones acuosas se utiliza agua ultrapura@1{Millipore, subsidiaria de Merck,

Billerica, MA, EEUU). El listado de reactivos y disentes utilizados es el siguiente:

- Acetonitrilo Gradient Grade, Merck (Darmstadt, Ama).

- Metanol Gradient Grade, Merck.

- Etanol absoluto SPS, Romil, (Waterbeach, Cambrigg&o Unido).
- Di-hidrégeno fosfato de sodio (BPQy), Merck.
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- Trietilamina para HPLC, Scharlau

- Acido fosférico (HPQy), 85%; Merck.

- Amoniaco (NH), 25%, Merck.

- Tertbutilmetileter para analisis, Merck.

- Acido Tricloroacético, Prolabo (VWR group, RadnieA, EEUU).

- Acetato de Sodio, Merck.

- Acido Acético, Merck.

- Dodecilsulfato sédico (SDS), Sigma-Aldrich (Sand,uMMO, EEUU).

- Hidréxido soédico, Merck.

- Tetraborato sddico, Sigma-Aldrich.

- Isopropanol, Merck.

- Acetato de amonio, Sigma-Aldrich.

- Hidrogenosulfato de tetrabutilamonio, Acros Orgar{i@eel, Bélgica).

- Bicarbonato amoénico, Merck.

- Acido Nitrico (65%, Suprapur), Merck.

- Disolucion patron de fosforo para ICP de 1000 mgélacido fosforico puro
(TraceCert, Fluka)

- Disolucién patron de uranio (10 mg/L), Merck

v Todos los antirretrovirales utilizados fueron faados por el servicio de
farmacia del Hospital Universitario Central de Asts (HUCA), a partir de los
farmacos de las casas comerciales que ellos dmpeBtlistado de antirretrovirales es

el siguiente:

- Abacavir, GlaxoSmithKline (Brentford, Reino Unido).

- Nevirapina, Boehringer Ingelheim (Ingelheim, Alerizgn

- Tenofovir, Gilead Sciences (Foster City, CA, EEUU).

- Indinavir, Merck Sharp & Dohme (Kenilworth, NJ, EBY

- Amprenavir, GlaxoSmithKline.

- Atazanavir, Bristol Myers-Squibb (Nueva York, NYEBU).
- Ritonavir, Abbott Laboratorios (Chicago, IL, EEUU).

- Lopinavir, Abbott Laboratorios.

- Efavirenz, Bristol Myers-Squibb.

- Nelfinavir, Roche (Basilea, Suiza).
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- Saquinavir, Roche.

- Zidovudina, GlaxoSmithKline.

- Estavudina, Bristol Myers-Squibb.

- Didanosina, Bristol Myers-Squibb.

- Raltegravir, Merck Sharp & Dohme (Kenilworth, NE&U).

- Darunavir, Janssen-Cilag que pertenece a JohnsonJoBnson (Neuss,

Dusseldorf, Alemania).

v En el anadlisis de antirretrovirales se utilizaros siguientes estandares internos:
- Clozapina, (Antipsicético), Novartis (Basilea, Sa)iz
- Imidazol (Intermedio en la biosintesis de histidynanateria prima en la sintesis

de azoles), BASF (Ludwigshafen, Alemania).

v Las disoluciones patrén de los bifosfonatos segreapn a partir de:
- Clodronato disodico tetrahidratado, Sigma-Aldrich

- Alendronato sédico, Sigma-Aldrich

v Las muestras de sangre de enfermos tratados cametovirales fueron
obtenidas de pacientes ingresados en el HUCA laagupervision de la Unidad de
Enfermedades Infecciosas del Servicio de Mediam@rha. Las muestras se recogen en
tubos con el anticoagulante AEDT y se centrifugeb0@0 r.p.m. durante 15 minutos
para extraer la capa sobrenadante correspondieptasaa que se conserva a -20 °C

hasta su andlisis.

v El plasma sanguineo libre de farmacos antirretatssr se obtuvo de la misma

forma a partir de muestras de sangre de voluntarios
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se ha descrito en la Introduccién, en taadidad existen unos 30
farmacos antirretrovirales que se agrupan principate en 6 familias (en funcion de su

mecanismo de accion):

Inhibidores de la transcriptasa inversa analogasudéeodsidos (ITIANS).
Inhibidores de la transcriptasa inversa no analdgasucledsidos (ITINN).
Inhibidores de la transcriptasa inversa analogasudéeotidos (ITIANt).
Inhibidores de la proteasa (IP).

Inhibidores de la fusion.

D N N N N NN

Inhibidores de la integrasa.

Estos farmacos se utilizan de forma combinadaiesigo la pauta terapéutica
denominada “tratamiento antirretroviral de gran ivadad” (TARGA). Las
combinaciones mas habituales suelen estar compyestaal menos, tres farmacos de,
como minimo, dos familias diferentes, generalmeas:ITIANsS mas uno o dos IP, dos
ITIANs mas un ITINN y 2 ITIANs més un Inhibidor die integrasa.

Es indudable que la terapia TARGA ha reducido dearaimportante la morbi-
mortalidad asociada con la infeccion por VIH. 8mbargo, el hecho de que esta
terapia implique la ingesta simultdnea de multifdemacos durante periodos de tiempo
indefinidos y bajo rigurosas condiciones de adrtiason, sumado al desarrollo de
efectos secundarios téxicos, aumenta las probatiésl de abandono o de mal
cumplimiento terapéutico por parte de los pacientes toma inadecuada del
tratamiento antirretroviral junto con otros facgreomo las interacciones farmaco-
farmaco y farmaco-alimento y la variabilidad indiwval de cada paciente en la
absorcion, metabolismo y eliminacion del farmaageden dar lugar a que los niveles
de los farmacos en los pacientes sean inferioréss adptimos, lo que permite la
replicacion viral continua y la aparicion de cepdiscas resistentes al tratamiento,
constituyendo un factor de riesgo para la progresié la infeccion y para la salud

publica.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

Por lo tanto, es de gran importancia disponer deaoé analiticos que permitan
la determinacion de los niveles plasmaticos dddaosacos antirretrovirales con el fin
de garantizar una eficacia 6ptima del tratamieeNdar la resistencia viral, estudiar las
interacciones entre farmacos, evitar los efectogerads y controlar el grado de
cumplimiento de la terapia por los enfermos, gaanto un ajuste de las dosis y las

combinaciones de fArmacos para asegurar un trateovadecuado para cada paciente.

Como ya se ha comentado en la Introduccion, unaadetécnicas mas
ampliamente utilizadas para la determinacion siamgla de farmacos antirretrovirales
en fluidos bioldgicos, es la cromatografia liquida alta resolucion (HPLC) con
deteccidén ultravioleta (UV) o, en los ultimos afaspplada a espectrometria de masas
(MS). En consecuencia, en el presente capitulstselié la separacion y determinacion
simultdnea de farmacos antirretrovirales de difiereraturaleza mediante HPLC-UV,
con el objetivo de poner a punto métodos analitssoxillos, baratos, fiables y faciles
de implementar en cualquier laboratorio de anadisisutina, de manera que puedan ser

utilizados en la practica clinica.
El trabajo se realizd en el Servicio de Farmacih Hiespital Universitario

Central de Asturias (HUCA) en colaboracion conrebg de Inmunoelectroandlisis del

Departamento de Quimica Fisica y Analitica de lavéhsidad de Oviedo
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IV.1.1. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA DE HPLC-UV EN LA
MODALIDAD DE ELUCION EN GRADIENTE PARA LA DETERMINA CION
DE OCHO FARMACOS ANTIRRETROVIRALES

IV.1.1.1. Optimizacién de la separacion cromatograda.

La bibliografia consultada, los datos de vida meldidos farmacos y el tamafio
de la poblacion a la que se administra cada amtwuieal, encaminan la investigacion a
desarrollar métodos cromatograficos para la sefgarag cuantificacion de los

siguientes farmacos cuyas estructuras quimicasiestran en la Figura IV.1:
- Los IP que mas se suministran 0 mayor importatieiaen por su
potencial curativo, que son: Indinavir (Crixivan®tazanavir (Reyataz®), Ritonavir

(Norvir® y Kaletra®), Amprenavir (Agenerase® y Leai®) y Lopinavir (Kaletra®)

- Los dos ITINN mas utilizados, que son: Nevirapijldramune®) y

Efavirenz (Sustiva®).

- El Tenofovir (Viread®). Unico ITIANt existente esl mercado y que se

incluye en el estudio debido a la escasez de metoai@ su determinacion.

- El Abacavir (Ziagen® y Trizivir®). Un ITIANs paral que apenas

existen métodos cromatogréaficos para su deterntinaci
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Figura IV.1. Estructuras quimicas de los farmacos antirretrt@srabjeto de estudio.
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Puesto que la metodologia a desarrollar se véiaaapl analisis de muestras de
plasma sanguineo humano, es aconsejable trabajamcestandar interno que permita
corregir los errores que se puedan producir durahfgoceso de extraccion de los
antirretrovirales de la muestra. Por tanto, seé@ligmo estandar interno la Clozapina
(CLO) (ver Figura IV.2), un farmaco antipsicoticaieq posee grupos funcionales
similares a los presentes en algunos de los andwvieales objeto de estudio y que se
utiliza como estandar interno en muchos métodagetiErminacion de antirretrovirales.
Ademas, se trata de un compuesto facilmente adeemibel servicio de farmacia del
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA)lgs enfermos de VIH no tienen
por qué estar bajo el tratamiento de Clozapinal@apue, a priori, las muestras estarian

libres de este compuesto.

/

(N
ot
=
"~
N
H
Figura IV.2. Estructura quimica de la Clozapina, CLO (estaimarno).

Dadas las caracteristicas fisico-quimicas de laosdéos en estudio, se
selecciond para su separacion la técnica de HPLGas® inversa utilizando una
columna Kromasil C18 “endcapped” (250 x 4,6 mmn5 ge diametro de particula), ya
que en este tipo de relleno disminuyen los fenémed® adsorcibn de compuestos
bésicos con lo que se evita la aparicion de pioomatogréaficos con cola. La deteccion
se llevo a cabo mediante espectrofotometria der@badJV a una longitud de onda de

240 nm, a la que todos los analitos presentan lemada absorbancia.
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Como fase movil se utiliz6 un tampoén de fosfatoskPQs, 7 mmol/L) a pH
5,7 (fase A), el pH se ajusté con trietilamina pdisminuir la adsorcidén de los analitos
basicos evitando la aparicién de colas en los pigascetonitrilo como modificador
organico (fase B). Con esta fase mévil, a un fldp 1,5 mL/min, se estudid la
separacion de los analitos en la modalidad de@luen gradiente; ya que este tipo de
elucién permite obtener separaciones mas eficaas menor tiempo que la elucion
isocratica. Se ensayaron diferentes gradientes oengle se va aumentado la
composicion de acetonitrilo de manera lineal desdealor inicial entre 36% y 50%
hasta alcanzar un valor final de 64% en 16 minUEpstodos los casos, se incluye al
final una etapa de 10 minutos a un 80% de faseoB,et fin de limpiar la columna,

previamente al acondicionamiento de la misma.

Con estas variaciones en las condiciones del gr@dse observa, como era de
esperar, una disminucion drastica en los tiempoecion de los analitos a medida
que se incrementa el porcentaje de acetonitriladase maévil con el que se inicia la
elucién con gradiente (36- 50%), pero sin que sdymca una pérdida de la resolucion.
De tal manera que incluso con el gradiente masloafio% de fase B hasta 64% de
fase B en 16 minutos) se consigue una buena séjparde practicamente todos los

compuestos en estudio.

En la Figura 1V.3 se recoge el cromatograma obteoah dicho gradiente, para
la inyeccién de 20 uL de una disolucion patrén ao$ los analitos y el estandar
interno en una concentracion de 10 pg/erLtampon de fosfatos:acetonitrilo (50:50).
El orden de elucion de los analitos se estable@diamte la inyeccion de cada uno de

ellos por separado.
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Figura 1V.3. Cromatograma de una mezcla patron de losratriwirales en estudio y el estar
interno (10 pg/mL, en tampon de fosfatos:acetdn|tsi0:50).

Sin embargo, en las condiciones cromatogréaficasriantnente descritas, el
estandar interno coeluye con el amprenavir, comobserva en la Figura IV.3. Por
tanto, se investigo el efecto de la temperaturda separacion en el intervalo de 30 a 40
°C. En este pequefio intervalo de temperaturas nombservé ningdn cambio
significativo en los tiempos de retencion de loaliéws; solo disminuye ligeramente el

tiempo de retencién del estandar interno (Clozagpina

Finalmente, manteniendo constante la temperat@@ *C y utilizando para la
elucién un gradiente lineal de acetonitrilo en tdmple fosfatos (7 mmol/L) de 50%
hasta 64% en 16 minutos, se investigo la influedeigpH del tampdn en la resolucién,
en un pequefio intervalo de 5,4-6,0. Se observéafjaementar el pH los tiempos de
retencién de los antirretrovirales apenas camliamo se muestra en la Figura IV.4
para el amprenavir (el resto de antirretrovirales@mportan de la misma manera). Sin
embargo, el tiempo de retencion del estdndar intatrmenta notablemente tal y como
se puede observar también en dicha Figura IV.4edd@ manera, a pH 6,0 es posible
conseguir una buena resolucion entre el estantanmy el amprenavir, los cuales no

se podian separar a pH 5,7 (ver Figura IV 3).
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INFLUENCIA DEL pH
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Figura 1V.4. Representacion de la influencia del pH en los tesnge retencion del estandar interno
clozapina (CLO) y del antirretroviral amprenavir¥).

Finalmente, se estudio la influencia del volumerirgyeccién en la sensibilidad
de la deteccion, para ello se evaluaron las aredgsdpicos cromatograficos obtenidos
al inyectar una disolucién patrén de los analitos ana concentracion de 10 pg/mL
utilizando bucles de inyecciéon de 10 uL, 20 uL y80de capacidad. Se observé que
la relacién de areas de los picos con respectolainen de inyeccion resulta ser lineal,

tal y como se esperaba, sin perder resolucion segaracion cromatografica.

Por lo tanto, tras los estudios de optimizacioa gcabamos de describir, se han
seleccionado las siguientes condiciones experirtentamo las mas adecuadas para la

determinacion de los antirretrovirales en estudéaliante HPLC-UV:

- Columna:Kromasil C18 “endcapped” (250 x 4,6 mm, 5 um derdétro de particula)
- Fase moviltampon de NaHPQ; (7 mmol/L, pH 6,0) (fase A): acetonitrilo (fase B)
- Flujo de fase movill,5 mL/min.

- Volumen de inyeccié®0 pL

- Temperatura de trabaj80 °C
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- Elucion Gradiente lineal de 50% hasta 64% de fase B emifh6tos. Seguidamente
se programa un periodo de 10 minutos con un 80%s#eB, seguido de un tiempo de
acondicionamiento de la columna en las condiciamemles

- Deteccionespectrofotométrica a 240 nm.

En la Figura IV.5 se recoge el cromatograma obteren las condiciones
experimentales seleccionadas. Como se puede vebtisee una excelente separacion

de los nueve antirretrovirales en estudio y elneitainterno en 15 min.
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Figura IV.5. Cromatograma obtenido mediante HPLC-UV para unaluigdn patron de los
antirretrovirales en estudio (5 pg/mL de cada casm) y el estandar interno (15 pg/mL) en las
condiciones de trabajo finalmente seleccionadas.

IV.1.1.2. Caracteristicas analiticas.

Una vez establecidas las condiciones experimentales adecuadas para la
separacion de los antirretrovirales en estudio ameila técnica de HPLC-UV, en
modo de elucidén en gradiente, se procedié a detarmtas caracteristicas analiticas mas

relevantes de la metodologia desarrollada.

En primer lugar se evalud la linealidad del métddara ello se ha tenido en
cuenta que cuando los antirretrovirales son adiraiss en las dosis recomendadas,
las concentraciones en plasma esperadas de algimosstos farmacos son las
mostradas en la Tabla V244 En consecuencia, se determiné el intervalo lingadurtir
de disoluciones patréon mezcla de los nueve amtiniedles de interés en tampon de
fosfatos (7 mmol/L, pH 6,0): acetonitrilo (50:5@)) un intervalo de concentraciones de
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0,05 hasta 10 pg/mL. En cada concentracion se afiHi@ig/mL del estandar interno
(Clozapina).

Tabla IV.1 Intervalos de concentraciones habituales de akjantrretrovirales en plasma.

‘ INTERVALOS DE CONCENTRACION
FARIMACIO EN PLASMA (ug/mL)
Amprenavir 0,3a8,2
Atazanavir 0,2a10,0

Lopinavir 55 a%

Efavirenz 1,0a4,0

Como se puede ver en la Tabla V.2, las rectaslilerado (relacion de area de
pico del analito con respecto al area de pico daénelar interno frente a la
concentracion del analito) obtenidas para cadaramtviral son lineales en todo el
rango de concentracion ensayado, con coeficiemte®itelacion superiores a 0,999 en
todos los casos. Ademas, en base a las ecuacibtersdas, se puede observar que
todos los compuestos poseen un factor de resp(msidiente del calibrado) bastante
parecido, excepto en el caso de la nevirapina, cfaaor de respuesta es
significativamente mayor.

Tabla IV.2. Resultados del estudio de la linealidad del método.

COMPUESTO ECU?ECCIZ?RI IEIIEE A COEFII;:I;ENTE EN EL IN'I[ERVALO

CALIBRADO CORRE(:‘)ACION DE 0,05-1,0 pg/mL
Abacavir y = 0,3566x + 0,0034 0,9990 0,9995
Nevirapina y =0,9371x + 0,0024 0,9998 0,9999
Tenofovir y = 0,3587x + 0,0009 0,9999 0,9995
Indinavir y = 0,3675x + 0,0035 0,9997 0,9997
Amprenavir y = 0,3803x + 0,0014 0,9997 0,9987
Atazanavir y = 0,3160x + 0,0007 0,9997 0,9998
Ritonavir y = 0,3118x + 0,0005 0,9998 0,9998
Lopinavir y =0,4141x + 0,0013 0,9997 0,9990
Efavirenz y = 0,4600x + 0,0012 0,9997 0,9999
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En la Tabla IV.2 también se recogen los resultadi®slos coeficientes de
correlacion en la zona de bajas concentracioneisit@eVvalo estudiado (entre 0,05y 1,0
pg/mL) que permiten establecer que la linealidatbi@an se mantiene (r > 0,998) en el

intervalo de concentracién comprendido entre O@snjL y 1,0 pg/mL.

Una vez establecida la linealidad se procedi6o @rohar los limites de
deteccion (LD). Estos se calcularon céffioLD=3Sx/b, donde b es la pendiente de las
rectas de regresion obtenidas en el estudio déndalidad (en la zona de bajas
concentraciones, 0,05-1,0 pg/mL) yx®s la desviacion estandar residual para dichas
rectas de regresion (que es una aproximacion deskdacion estandar de la sefal de los
blancos). De la misma manera se calcularon logdénde cuantificacién (LQ) como:
LQ=10S/b.

Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidwsa cada uno de los
analitos, que se muestran en la Tabla IV.3, socusd®ds para cuantificar los valores

habituales de éstos farmacos en plasma (ver Teda |

Tabla 1V.3. Limites de deteccién (LD), limites de cuantificatifLQ) y repetibilidad (coeficientes de
variacion, CV) de la metodologia desarrollada.

COMPUESTO LD (ng/mL) LQ (ng/mL) CV (%)
Abacavir 0,03 0,10 1,7
Nevirapina 0,02 0,06 0,4
Tenofovil 0,02 0,09 04
Indinavir 0,02 0,07 0,8
Amprenavir 0,02 0,07 0,4
Atazanavir 0,03 0,10 0,5
Ritonavir 0,02 0,06 0,9
Lopinavir 0,02 0,07 0,3
Efaviren: 0,0z 0,07 0,4

Por dltimo se evalud la repetibilidad de la metod&d de HPLC-UV
desarrollada, expresada como el coeficiente daacian (CV) de la relacion del area
del pico de analito entre el area del pico delreité interno. Para ello se inyectaron
diez veces consecutivas 50 uL de una disolucidrmbpaton una concentracion de 2,5
pg/mL de cada uno de los analitos y 10 pg/mL d&ngsr interno en tampon de
fosfatos (7 mmol/L, pH 6,0): acetonitrilo (50:5@Qomo se puede ver en la Tabla 1V.3
donde se recogen los resultados obtenidos, logm@és de variacion son en todos los
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casos inferiores al 1,0%, excepto para el abacpertiene un CV de 1,7%. Esto es
debido a que el abacavir tiene un tiempo de rebenoeércano al volumen muerto de la
columna (ver FiguralV.5) lo que puede hacer que la integracion de &o p

cromatografico sea mas complicado que para el destmmpuestos.

IV.1.1.3. Optimizacién del proceso de extraccion déos farmacos en estudio de
muestras de plasma humano.

Una vez optimizado el método cromatografico y detatbas sus principales
caracteristicas analiticas, es necesario evaluaplgabilidad al analisis de las muestras
de interés (plasma sanguineo). Para ello, en ptimar, se investigd el procedimiento
més adecuado para la extraccion de los analitaictl@s muestras utilizando para tal
fin las técnicas de: extraccion liquido-liquidoxtraccién sélido-liquido con cartuchos

de extraccion C18.

- Extraccién liquido-liquido.

Para evaluar la eficacia de esta técnica de exbracmuestras de sangre de
voluntarios que no toman antirretrovirales ni cfopa, extraidas en tubos con AEDT,
se doparon con una disolucion de 5,0 pg/mL de oadade los farmacos de interés. A
continuacion, la sangre se centrifuga durante Sutména 5000 r.p.m. y se separa el
plasma. Una vez separado, a 500 pL de este plessnée afiade 100 pL de una
disolucién de 30 pg/mL de Clozapina, 500 pL desN# 25% y 5 mL de
tertbutilmetileter. Se agita en un vortex durantmiButos. A continuacion se separa la
fase organica y se lleva a sequedad bajo una etarie N. El residuo se reconstituye
con 300 pL de una mezcla de tampdn de fosfatosnifm@l/L, pH 6,0): acetonitrilo
(50:50) y se analiza mediante HPLC-UV en las caod&s de trabajo establecidas

anteriormente como mas adecuadas.

En la Tabla IV.4 se muestran los resultados dedwsentajes de recuperacion
obtenidos para tres determinaciones y sus corrdgaes coeficientes de variacion
(CV). Como se puede ver en dicha Tabla 1V.4, loeg@atajes de recuperacion son

aceptables (superiores al 75%) para todos lostamadixcepto para el tenofovir que
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tiene un porcentaje de recuperacién del 20%. Sipaego, sus CV son muy elevados

(superiores al 20% para la mayoria de los antavetles).

Tabla 1V.4. Porcentaje de recuperacion medio y CV (n=3) dealoslitos en muestras de plasma
utilizando la técnica de extraccion liquido-liquido

Compuesto | Recuperacion (%) CV (%)
Abacavir 85 20
Nevirapina 80 10
Tenofovir 20 26
Indinavir 83 6
Amprenavir 76 24
Atazanavir 86 28
Ritonavir 75 21
Lopinavir 86 27
Efavirenz 82 23

- Extraccion sélido-liquido.

Para llevar a cabo el proceso de extraccion sdilipieelo, a alicuotas de 500 pL
del plasma dopado con los analitos usado en laaxém liquido-liquido, se afiaden
100 pL de clozapina de una concentracion de 30 lug/d00 pL de un tampédn de 0,1
% de HPQu cuyo pH se ajusta con NH 6,0. A continuacién, la mezcla se agita y se
hace pasar por un cartucho C18 que previamenta sedndicionado pasandole 2 mL
de metanol y 2 mL del tampdn desRw/NHs (pH 6,0) a un flujo aproximado de 1
mL/min. Una vez pasada la muestra por el cartuskolleva a cabo una etapa de
limpieza utilizando como eluyente 1 mL del tamp&sP&/NHs (pH 6,0), seguido de
0,5 mL de una mezcla de 20% metanol y 80 % tampelRQMNHz (pH 6,0).
Finalmente, los analitos se eluyen con 1,5 mL deneoé. El eluato se lleva a sequedad
bajo corriente de Ny el residuo se reconstituye con 300 pL de unaclaete tampon
de fosfatos (7,0 mmol/L, pH 6,0): acetonitrilo (@) y se analiza mediante HPLC-UV.

En la Tabla IV.5 se muestran los resultados d@dosentajes de recuperacion y
los coeficientes de variacion obtenidos para tegerchinacionesComo se puede ver,
los factores de recuperacién son cuantitativos fmat@as los antirretrovirales en estudio
excepto para el tenofovir que, como en el casoadextracciéon liquido-liquido (ver

tabla IV.4) presenta un porcentaje de recuperacénun 20%. Ademas, estos
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porcentajes de recuperacion son superiores a ltnidbs mediante la técnica de

extraccién liquido-liquido (ver Tabla 1V.4) y lossultados son en general mucho mas
reproducibles.

Tabla IV.5. Porcentaje de recuperacion medio y CV (n=3) deadioslitos en muestras de plasma
utilizando la técnica de extraccién sélido-liquido.

Compuesto | Recuperacion (%) CV (%)
Abacavir 104 9
Nevirapina 103 4
Tenofovir 20 29
Indinavir 104 5
Amprenavir 104 5
Atazanavir 113 2
Ritonavir 92 18
Lopinavir 99 11
Efavirenz 96 12

Por lo tanto, se seleccioné el tratamiento de tradsasado en la extraccion
sélido-liquido como el mas idéneo para el analigsocho de los antirretrovirales de
interés en muestras de plasma humano; ya quelasi&djoe dicho procedimiento no es
valido para la extraccién del Tenofovir. En la FaglV.6 se muestra el cromatograma
correspondiente al andlisis mediante HPLC-UV detraexo obtenido mediante
extraccidon solido-liquido de una muestra de plasonéficada con los farmacos en

estudio y el estandar interno, a un nivel de comaeidn de 10 pg/mL.
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Figura IV.6. Cromatograma del extracto de una muestra de pldemificada con cada farmaco
antirretroviral y el estandar interno a un nivelcdacentracién de 10 pg/mL.
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IV.1.1.4. Validacion de la metodologia desarrollada

Una vez seleccionado el procedimiento de extracoiés adecuado para la
determinacion de los farmacos en estudio en mgedaplasma humano, se llevo a

cabo la validacién de la metodologia desarrolladduando los siguientes parametros:

v/ Exactitud. Se evalu6 mediante el calculo de losgmnjes de recuperacion de
los analitos obtenidos al analizar muestras demaasortificadas con los
antirretrovirales de interés a tres niveles de eptracion diferentes (0,75

pg/mL; 1,0 pg/mL y 5,0 pg/mL).

v Precision. Se evalué en términos de repetibilieigoresada como el coeficiente
de variacién (CV) de las recuperaciones obtenitianaizar en un mismo dia
cinco muestras de plasma fortificadas con los tmsak cada uno de los tres
niveles de concentracion en estudio. También sdu@van términos de
reproducibilidad, mediante el calculo de los caefites de variacion de las
recuperaciones obtenidas al analizar dichas madstriificadas (almacenadas a
4 °C) en dos dias sucesivos (tres muestras demaelade concentracion cada

dia) y por analistas diferentes.

v' Limites de deteccion (LD) y limites de cuantificgati(LQ). Se calcularon como
la concentracion del analito que proporciona urielsequivalente a tres veces
(LD) o diez veces (LQ) el ruido de fondo de la éirfease del cromatograma
obtenido para una muestra de plasma fortificada aivel de concentracion de
1,0 pg/mL.

En la Tabla IV.6 se recogen los resultados obtenido el estudio de la
exactitud y precisién del método desarrollado. Caaopuede observar, se obtienen
porcentajes de recuperacion cuantitativos (supeyiat 90%) para todos los farmacos
de interés y a todos los niveles de concentragidayados; a excepcion del Atazanavir
y Ritonavir que al nivel de concentracibn méas b@d5 pg/mL) presentan unas

recuperaciones del 83%. Ademas, los porcentajesalperacién presentan una buena
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precision en términos de repetibilidad y reprodiliciédd, con coeficientes de variacion
inferiores al 10% para practicamente todos los itasal Tan solo al nivel de
concentracion mas bajo (0,75 pg/mL) la precisiorligeramente peor para algunos
analitos (ver Tabla IV.6).

Tabla IV.6. Porcentaje de recuperacion medio y CV obtenidoa phranalisis de muestras de plasma
fortificadas con los analitos a 3 niveles de cotregion.

Concentracion Concentracién Concentracién
0,75 pg/mL 1,0 pg/mL 5,0 pg/mL
ANALITO Recuperaci()nug acvVv | bcv RecuperaciéLrllg acvVv | bcv RecuperaciéLrll acv | bcv
(%) (%) | (%) (%) (%) | (%) (%) (%) | (%)
Abacavir 99 8 12 104 4 5 101 3 5
Nevirapina 97 4 9 98 3 9 102 4 8
Indinavir 101 9 12 109 6 9 105 1 2
Amprenavi 97 4 7 102 3 7 104 1 1
Atazanavir 83 6 7 93 3 5 106 1 4
Ritonavir 83 5 6 91 3 6 94 1 1
Lopinavir 101 8 9 96 5 5 106 2 4
Efavirenz 103 6 8 97 5 8 104 5 6

aRepetibilidad (n= 5)
b Reproducibilidad (n= 6) en dos dias diferentesydistintos analistas

En cuanto a los limites de deteccién y cuantifimacse puede observar en la
Tabla IV.7 que la metodologia desarrollada perntatecuantificacion de todos los
farmacos en estudio en muestras de plasma humaniveles de concentracion
inferiores a 0,30 pug/mL. Por lo tanto esta metagielgpuede ser aplicada al analisis de
muestras reales de pacientes tratados con dichmadés.

Tabla IV.7. Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ) emwestras de plasma humano.

LD LQ
Compuesto (wg/mb) | (ug/mb)
Abacavir 0,08 0,25
Nevirapini 0,05 0,16
Indinavir 0,05 0,16
Amprenavir| 0,06 0,20
Atazanavir 0,09 0,29
Ritonavir 0,06 0,20
Lopinavir 0,07 0,23
Efavirenz 0,07 0,23
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IV.1.1.5. Analisis de muestras reales.

Para finalizar, se procedio a aplicar la metodaladgsarrollada al andlisis de
una muestra de plasma sanguineo de un enfermoHid&ddpitalizado en el HUCA. A
este paciente se le suministra para el tratamigityIH Kaletra, que es una mezcla de
dos de los antirretrovirales objeto de estudio (3@&havir y 66 % lopinavir), junto con
Eipivir (Lamivudina) y Videx (Didanosina) que sonti@retrovirales de la familia de los
inhibidores de la transcriptasa inversa analogosudéedsidos. Ademas, dicha persona
se encuentra también medicada con los siguientesat¢ads: Orfidal (lorazepam),
ansiolitico, sedante y relajante muscular; Ser¢patoxetina), antidepresivo; Omapren
(omeprazol), inhibidor de la bomba de protones;elfadin (folinato calcico), agente
desintoxicante para el tratamiento de tumores; ridept forte
(trimetoprima/sulfametoxazol), antibidtico; y Negen (filgrastim), usado para mejorar

las defensas de enfermos tumorales.

Para llevar a cabo el andlisis, una vez recogigadestra de sangre del paciente
se separd el plasma y a una alicuota del misma s&i&adié el estandar interno
(clozapina) y se sometid al proceso de extraccibnfase solida para extraer los
antirretrovirales de interés (lopinavir y ritongviEl extracto obtenido se inyecto6 en el
sistema de HPLC-UV para su andlisis mediante la ododbgia propuesta.
Paralelamente, se analiz6 utilizando el mismo mhocento, una muestra de sangre de
una persona sana que no toma ningun tipo de farrflalenco de plasma). Los
cromatogramas obtenidos para las dos muestrazaaadi se recogen en las Figuras

IV.7 y IV.8, respectivamente.
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Figura IV.7. Cromatograma obtenido en el analisis de un blategplasma humano mediante la
metodologia desarrollada.
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Figura 1V.8. Cromatograma obtenido en el analisis de una naudstplasma de un paciente tratado con
Kaletra (33% ritonavir y 66% lopinavir) mediantenteetodologia desarrollada.

Como se puede ver en la Figura IV.7, el blanco Gesnpa presenta un
cromatograma libre de picos a los tiempos de ré&iande los dos farmacos a
determinar (ritonavir y lopinavir) y del estandaterno (clozapina); mientras que en el
cromatograma de la muestra del paciente (Figur8)I|€parece el pico del estandar
interno adicionado a la muestra antes de su anlisio con un pico intenso al tiempo
de retencion del lopinavir y otro pico menos inteaktiempo de retencion del ritonavir.
Aparecen también otros picos pero a tiempos decite inferiores a 5 min que no
interfieren. Por lo tanto, esta claro que la melmgia desarrollada tiene la sensibilidad

y selectividad adecuadas para que se pueda aplicandlisis de muestras reales.
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IV.1.2. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA DE HPLC-UV EN LA
MODALIDAD DE ELUCION ISOCRATICA PARA LA DETERMINACI  ON DE
DIEZ FARMACOS ANTIRRETROVIRALES

En el apartado anterior se ha puesto a puntodaraeion cromatografica de
nueve farmacos antirretrovirales mediante HPLC ake finversa utilizando para la
elucién un gradiente lineal de acetonitrilo en tmge fosfatos (7 mmol/L, pH 6,0). En
la eleccion de este modo de elucion, se tuvo entaugue usando un gradiente se
obtienen, en principio, separaciones con mejorluegm y en menor tiempo que
trabajando con elucion isocratica (donde la congp@side la fase moévil permanece
constante durante todo el proceso de separacidm)er8bargo, a la vista de los
resultados obtenidos (ver Figura IV.Byta claro que practicamente todos los analitos
eluyen en menos de 15 min y con unas condicionesmposicion de fase movil muy
parecidas (gradiente lineal de 50% hasta 64% derttdo en 16 min). Por lo tanto,
nos parecié de interés investigar la separacionogefarmacos antirretrovirales en

estudio (ver Figura IV.1) utilizando la modalidagl @lucién isocratica.

El hecho de que se pueda conseguir una eluciénaiszz de los analitos
manteniendo unos parametros cromatograficos adesudtiempos de retencion
pequefios, buena simetria de picos y buena respjusiidplificara en gran medida la
metodologia cromatogréafica. Por lo tanto, desdeusito de vista de conseguir un
meétodo de andlisis de rutina, se prefiere ested@pelucion; ya que resulta mas sencilla
y mas econdmica que la elucion en gradiente pugstao se necesitan tiempos largos
de re-equilibracion de la columna al finalizar &paracién y, ademas, se pueden usar

sistemas que permitan recircular la fase mévil doaro se esté eluyendo un pico.

Teniendo en cuenta que existen farmacos amntiviedles que no se habian
estudiado en el apartado anterior pero cuyo usdecwa ser a ser mas frecuente (en
especial de la familia de los inhibidores de lagaea) como son: nelfinavir, saquinavir
y tipranavir (cuyas estructuras se muestran endard 1V.9) se decide incluir estos
antirretrovirales en la investigacién a desarrolRor otro lado, se decide eliminar el
tenofovir (ya que como hemos visto no se ha podeterminar cuantitativamente en
plasma) y el abacavir, que debido al bajo tiempoetiencién que presenta, hace muy

dificil su correcta discriminacion del volumen mioede la columna.
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Figura IV.9. Estructuras quimicas del nelfinavir, tipranavsaguinavir.

Por lo tanto, se procedid6 a desarrollar un métodaumatografico en la

modalidad de elucion isocrética para diez antoketales, a saber:

» 8 inhibidores de la proteasa: amprenavir, atazanamdinavir, lopinavir,

ritonavir (Figura 1V.1), nelfinavir saquinavir yptianavir (Figura 1V.9).

» 2 inhibidores de la transcriptasa inversa no am&lag nucledsido: efavirenz y

nevirapina (Figura IV.1).

Como estandar interno se utilizé de nuevo la clio@aff-igura 1V.2)

IV.1.2.1. Optimizacién de la separacion.

En primer lugar, tomando como base los resultadwsnaos con elucién en
gradiente expuestos en el apartado IV.1.1, se ftigéesel comportamiento
cromatografico de los 10 farmacos seleccionadoas parestudio y el estandar interno
en la columna Kromasil C18 (250 x 4,6 mm, 5um). Gdiase mdvil se utilizé6 una
disolucion tampon de fosfatos (7,0 mmol/L, pH 6¢dn un porcentaje variable de
acetonitrilo desde 50% hasta 60 % (v/v). El rest@ahdiciones de trabajo fueron: flujo

de la fase mavil 1,5 mL/min, 50 uL de volumen dgeictién y 30 °C de temperatura.

La deteccion se llevd a cabo por espectrofotomatZ45 nm. En este caso, se
elige esta longitud de onda (215 nm) inferior @napleada en la metodologia anterior
(240 nm). Esto es asi ya que en la elucion conigynta] el compuesto abacavir eluia a
un tiempo de retencion proximo al volumen muertolaleolumna, tiempo al cual
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también eluian compuestos no retenidos cuya albsoeta muy elevada a 215 nm. En
este caso, como el abacavir no es objeto de esyuidos los compuestos aparecen a
tiempos de retencién mayores, se ha seleccionadoe(din de mejorar en lo posible la

sensibilidad) una longitud de onda (215 nm), aulal todos los compuestos estudiados

presentan una absorcion mayor.

Se observd, como era de esperar, que al aumépianicentaje de acetonitrilo de
la fase movil disminuyen ligeramente los tiemposrekencion de los analitos y se
pierde la resolucion entre los picos de los aralitenos retenidos. De manera que, con
un porcentaje de acetonitrilo del 55% se consiquehuena separacion entre todos los
analitos en estudio y el estandar interno como gestra en el cromatograma de la
Figura 1V.10.
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Figura 1V.10. Cromatograma obtenido mediante HPLC-UV para unalubgn patron de los

antirretrovirales en estudio y el estandar intgft® pg/mL de cada compuesto) con una fase moévil de
tampdn de fosfatos (7,0 mmol/L, pH 6,0): acetdaitf#45:55).

En la Figura IV.10 se puede observar que en agéhasnutos eluyen todos los
analitos con picos no demasiado anchos y bien ltesueSolamente los picos
correspondientes a los dos Ultimos compuestoswen(gpranavir y nelfinavir), al ser

los que mas se retienen en la columna, aparecen esiidgico con una mayor anchura
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gue los correspondientes al resto de compuestas.loPtanto, se seleccion6é un

porcentaje de acetonitrilo en la fase movil del & todos los estudios posteriores.

IV.1.2.2. Caracteristicas analiticas.

Una vez fijadas las condiciones experimentales p#a separacion
cromatografica en régimen de elucion isocraticdodediez farmacos antirretrovirales
objeto estudio, se procedi6 a establecer el inerimeal; asi como los limites de

deteccion y de cuantificacion de la metodologi®lB&C-UV desarrollada.

En primer lugar se determiné el intervalo de lirdgad de la curva de trabajo
(cociente entre area de pico del analito y aregictedel estandar interno en funcion de
la concentracion del analito). Para ello se crograftaron una serie de disoluciones
con una concentracion fija del estandar internop/@L) y concentraciones variables
y crecientes de los analitos desde 0,1 hastagZ®L para todos los compuestos,
excepto para el tipranavir, que debido a las dosis altas que se administran de este
farmaco, se decide estudiar el intervalo linealreer?,1 y 50 pg/mL. De los
cromatogramas obtenidos, se deduce que para todoanklitos existe una buena
linealidad en todo el intervalo de concentraciotudiado. Las ecuaciones de las
correspondientes rectas de calibrado junto con cagdicientes de correlacion se

recogen en la Tabla IV.8.

Tabla IV.8. Ecuacion ycoeficientes de correlacion de la recta de caliiréichite de deteccion (LD) y
limites de cuantificacion (LQ) de la metodologisateollada.

ECUACION DE LA COEFICIENTE DE LD LQ
COMPUESTO RECTA DE CORRELACION
CALIBRADO (N (Lg/mL) | (ug/mL)
Nevirapina y =1,1923x - 0,0016 0,9998 0,02 0,06
Indinavir y = 0,9737x + 0,0034 0,9998 0,02 0,06
Amprenavir y = 0,6683x + 0,0574 0,9987 0,02 0,07
Atazanavi y = 0,3389x + 0,00( 0,999¢ 0,0z 0,0¢
Ritonavir y =0,6461x + 0.0001 0,9998 0,03 0,10
Lopinavir y = 1,0745x + 0,002 0,999¢ 0,02 0,07
Saquinavir y =0,7853x + 0,0001 0,9999 0,03 0,10
Efavirenz y =1,1972x - 0,0021 0,9998 0,03 0,10
Tipranavir y =0,8238x + 0,0448 0,9981 0,04 0,13
Nelfinavir y =1,2633x - 0,0108 0,9997 0,04 0,13
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En la Tabla IV.8 también se recogen los limitesleccion (LD) y los limites
de cuantificacion (LQ) para cada uno de los antowirales en estudio calculados a
partir de las rectas de calibrado obtenidas eona zle bajas concentraciones (entre 0,1
pa/mLy 1,0 ug/mL), utilizando el criterio de: LDSa/b, donde b es la pendiente de la
recta de calibrado yy& es su desviacion estandar residual (que es unaiggacion de
la desviacion estandar de la sefial de los blanBes)a misma manera se calcularon los
LQ como: LQ=10$x/b. Como se puede ver en la Tabla IV.8, la metalalo

desarrollada presenta LQ de alrededor de 0,1 pgard todos los analitos.

IV.1.2.3. Validacion de la metodologia desarrollada

Finalmente, se estudid la validez de la metodologidiPLC-UV con elucion
isocratica desarrollada para la determinacion dez dintirretrovirales en plasma
humano, utilizando para extraer a los analitos alanuestra el procedimiento de

extraccion en fase soélida descrito en el apartedn1.3.

Para llevar a cabo este estudio se prepararon rasedé plasma humano
fortificadas con los analitos a tres niveles deceatracion diferentes (1,0 pg/mL; 5,0
pg/mLy 10 pug/mL). Estas muestras fortificadasrsdizaron mediante la metodologia
propuesta (extraccion en fase soélida y medida xeheo por HPLC-UV). Ademas,
con los resultados obtenidos se evaluo la exactiteld método en términos de
porcentaje de recuperacion. Para ello, los resadtaté concentracion obtenidos para
cada analito se representan frente a los tedsgasdo la pendiente de la recta el factor
de recuperacion del método. De esta manera saebtles porcentajes de recuperacion
que se recogen en la Tabla IV.9, donde se obsergaehfactor de recuperacion es

superior al 85% para todos los analitos.
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Tabla IV.9. Porcentaje de recuperacidiimite de deteccién (LD) y limite de cuantificaci§hQ)
obtenidos para el andlisis de muestras de plasmar

Recuperacion LD LQ
Compuesto (%) (wg/ml) | (ng/mL)
Nevirapina 102 0,05 0,17
Indinavir 102 0,06 0,20
Amprenavi 98 0,06 0,20
Atazanavir 85 0,11 0,36
Ritonavir 100 0,09 0,30
Lopinavir 101 0,07 0,23
Saquinavir 103 0,07 0,23
Efavirenz 98 0,10 0,36
Tipranavir 98 0,08 0,26
Nelfinavir 101 0,09 0,3C

En la Tabla V.9 también se recogen los limitesielieccion y cuantificacion en
plasma. Estos se calcularon como la concentracgramalito que proporciona una
sefial equivalente a tres veces (LD) o diez vec&3 él ruido de fondo de la linea base
del cromatograma obtenido para una muestra de aldemificada a un nivel de
concentracion de 1,0 pg/mL. Los LQ obtenidos sigtieeste criterio son del orden de
0,3 pg/mL (ver Tabla 1V.9) y por lo tanto son adecuagasa determinar los valores
esperados de los farmacos antirretrovirales emiasstras de pacientes de VIH (ver
Tabla IV.1).

Por ultimo para evaluar la precision del métodadeterminé la repetibilidad
expresada como el coeficiente de variacion (CVladeconcentraciones de los analitos
obtenidas al analizar en un mismo dia cinco mueskegplasma fortificadas a cada uno
de los tres niveles de concentracion en estudiombien se determind la
reproducibilidad, mediante el célculo de los CVldg concentraciones obtenidas al
analizar dichas muestras fortificadas (almacenad&as’C) en dos dias sucesivos (tres
muestras de cada nivel de concentracion cada diay wnalistas diferentes. Los CV
obtenidos se muestran en la Tabla IV.10 donde serad que la repetibilidad es buena,
con CV inferiores al 10% en todos los casos, excpata el Saquinavir y el Efavirenz
que a bajas concentraciones tienen CV de 11% y i&8pectivamente. Logicamente,
la reproducibilidad es en general peor, en especibhjas concentraciones, ya que
debido a la laboriosidad de la metodologia y querdd la reproducibilidad evalia el
tratamiento de muestras en diferentes dias y difesecondiciones, la probabilidad de

cometer errores o pérdidas de muestra duranteetgado de las mismas es mayor.
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Tabla IV.10. CV obtenidos para el andlisis de muestras derpla®rtificadas con los analitos a 3
niveles de concentracion.

Concentracion Concentracion Concentracion
ANALITO 1,0 pg/mL 5,0 pg/mL 10 pg/mL
aCV (%) | °CV (%) | 3CV (%) | "CV (%) aCV (%) PCV (%)
Nevirapin: 6 14 6 5 6 6
Indinavir 8 9 4 4 5 6
Amprenavir 5 12 3 7 6 5
Atazanavir 6 8 4 6 5 6
Ritonavir 9 14 2 7 6 5
Lopinavir 9 13 5 7 5 6
Saquinavir 11 18 5 6 3 4
Efaviren: 16 19 8 8 7 8
Tipranavir 9 14 6 8 6 8
Nelfinavir 9 17 3 6 5 6

aRepetibilidad (n=5)
b Reproducibilidad (n= 6) en dos dias diferentestydistintos analistas

IV.1.2.4. Analisis de muestras reales.

Para finalizar, se procedi6 a analizar una muestide plasma sanguineo de un
enfermo de VIH hospitalizado en el HUCA. A esteipate, al igual que en el caso del
paciente analizado en el apartado anterior, sarf@nsstra Kaletra (mezcla de 66%
lopinavir y 33% ritonavir). De nuevo, la finalidatél andlisis es evaluar el grado de
interferencia de otros farmacos que tiene prescatgaciente que podrian afectar a la
determinacion de los dos antirretrovirales de éd@mn la muestra; ya que dicha persona
se encuentra también medicada con otros muchosadésn incluidos algunos
antirretrovirales pertenecientes a la familias de inhibidores de la transcriptasa
inversa analogos de nucledsido como son: Eipiaimiyudina) y Videx (didanosina).
Ademas, el paciente también toma otros muchos fars@nsioliticos, antidepresivos,

antibiéticos, inhibidores de la bomba de protoe&s), para tratar otras enfermedades.

Antes de analizar con la metodologia propuesta lestna de plasma del
paciente, se analizé una muestra de plasma deamsana sana que no toma ningun
tipo de medicamento obteniéndose el cromatograrasseunmuestra en la Figura 1V.11.
Como puede verse en dicha figura, aparecen dos @can tiempo de retencion

aproximado de 1,1 y 17 minutos, respectivamente,mgucoinciden con los tiempos de
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retencién de los dos antirretrovirales a determirisomavir y lopinavir) ni del estandar

interno (clozapina) (ver Figura IV.10).
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Figura 1V.11. Cromatograma obtenido en el analisis de un bladeglasma humano mediante la
metodologia desarrollada.
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Figura IV.12. Cromatograma obtenido en el andlisis de una mudstpdasma de un paciente tratado con
Kaletra (66% lopinavir y 33% ritonavir) mediantenietodologia desarrollada.

Posteriormente se procedio al andlisis de la mueftr plasma del paciente
tratado con Kaletra. EI cromatograma resultanteesege en la Figura IV.12. En dicho
cromatograma aparecen el pico correspondientadidgr interno clozapina (afiadido a
la muestra antes del analisis) y los picos de fdsratrovirales ritonavir y lopinavir,

con tiempos de retencion aproximados de 7,5 y 8rfutos, respectivamente. Estos
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tiempos de retencion coinciden con los tiemposedencion de estos farmacos en el
cromatograma de la disolucion patrén de los mis(Ragura 1V.10). A partir de dicho
cromatograma se puede calcular por referencia acdmsespondientes rectas de
calibrado que el contenido de ritonavir y lopinaair la muestra es de 3,8 pg/mL y 8,6
pa/mL, respectivamente. Estos resultados concudrdatante bien con la proporcion
gue existe de ambos principios activos en el Kal@proximadamente la proporcion es
de 1/3 de ritonavir y 2/3 de lopinavir, lo cual Bgmsible pensar que la proporcion en
plasma sera similar).
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Como ya se ha comentado con anterioridad, en laaladdd existe una
necesidad de controlar los niveles de numerosasafébs antirretrovirales de diferente
naturaleza en muestras de plasma de enfermos de D#Hahi, la importancia de
disponer de estrategias analiticas adecuadas Ipagat & cabo dicho control. En este
sentido, en el capitulo anterior se ha puesto defi@sto la importancia de las técnicas
de separacién cromatograficas a la hora de delsamattodologias de analisis sencillas
que permitan la determinacion simultanea de vdaaslias de antirretrovirales de

manera rutinaria.

No obstante, la técnica de HPLC en fase inverske smplicar también un alto
gasto de disolventes (procedentes de la fase nydwlh) muchas ocasiones en las que se
trabaja con muestras bioldgicas, la cantidad destrai@uede ser insuficiente para el
analisis. Para paliar estos inconvenientes, erdltoros afios se han ido desarrollando
nuevas metodologias de analisis basadas en el @meléa técnica de electroforesis
capilar (CE).

La CE constituye hoy dia una poderosa alternatidasatécnicas de HPLC
debido a su elevada eficacia de separacion, bajeucmo de muestra (nanolitros) y
reactivos, cortos tiempos de analisis y facilidedaditomatizacion, como principales
caracteristicas. Ademas, la técnica es muy verdéhlildo a los diferentes modos de
operacion que ofrece, en muchos casos, cambiangaesnente la composicion del
tampén de separacion. Asi, por ejemplo, la moddlide cromatografia capilar
electrocinética micelar (“Micellar Electrokinetica@illary Chromatography”, MEKC)
permite la separacion simultdnea tanto de anatitegros como cargados mediante la

presencia en dicho tampon de micelas de un agamgedctivo.

Dada la versatilidad, sencillez y bajo coste deétmica de CE, en el presente
capitulo se investigdb su potencial analitico paradesarrollo de una metodologia
analitica que se pueda aplicar faciimente y de mandinaria en un laboratorio de
analisis clinico con el fin de realizar el seguimiee de un gran numero de

antirretrovirales en pacientes seropositivos.

Teniendo en cuenta los aspectos comentados erpieliloaanterior, sobre la

importancia y prevalencia de unos farmacos antovetles sobre otros, se decide
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incluir en el presente estudio aquellos farmac@&sequel momento de la realizacion del
trabajo se consideraron mas relevantes debid@ddasion e importancia de su uso en
el tratamiento antirretroviral. Asi pues, a condicidn se enumeraran los farmacos
objeto de estudio segun sus familias (se indicart@or rojo aquellos que se han

afadido respecto a la separacion mediante HPLGrd#ada en el capitulo anterior):

v Inhibidores de la Proteasa: indinavir (Crixivan@mprenavir (Agenerase®)
atazanavir (Reyataz®), ritonavir (Norvir® y Kale®g lopinavir (Kaletra®),

saquinavir (Invirase®), nelfinavir (Viracept®)darunavir (Prezista®).

v Inhibidores de la transcriptasa inversa analogosndeledsido: didanosina
(Videx®), estavudina (Zerit®) y zidovudin@gRetrovir®, primer antirretroviral
gue aparecié en el mercado en 1987). Para los@existen muchos métodos
de separacion que permitan su determinacion juntm darmacos
antirretrovirales de otras familias.

v" Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos ndele6tido: tenofovir
(Viread®).

v Inhibidores de la integras&altegravir (Isentress®Este farmaco, Unico en su
familia, es relativamente novedoso y ha significadamportante avance en la

terapia antirretroviral

v Inhibidores de la transcriptasa inversa no analasucledsido: nevirapina
(Viramune®) y efavirenz (Sustiva®).

Las estructuras quimicas de los nuevos farmacosstumdio (en rojo) se

muestran en la Figura 1V.13, mientas que las féaswde los ya estudiados con las

técnicas cromatograficas se pueden ver en lasdadwutl y IV.9.
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Figura IV.13. Estructuras quimica de los nuevos farmacos atrtivirales en estudio.

Este trabajo se realiz6 en el Departamento de @aiffisica y Analitica de la

Universidad de Oviedo.
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IV.2.1. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA DE CE-UV EN L A
MODALIDAD DE CROMATOGRAFIA CAPILAR ELECTROCINETICA
MICELAR (MEKC)

IV.2.1.1. Optimizacién de la separacién

A la vista de las estructuras quimicas de losrartovirales seleccionados para
su estudio (Figuras IV.1, IV.9 y IV.13) estéa clapee la separacion simultidnea de todos
ellos mediante la modalidad electroforética masitanque es la electroforesis capilar
de zona (CZE), es practicamente imposible; ya queleéntervalo de pH habitual de
trabajo (entre 2,0 y 12,0) no se puede consegurtgdos los analitos tengan carga.
Esto se debe a que a pHs bajos, tan solo se ppdoéonar aquellos farmacos que
tengan grupos bésicos, como son los grupos furle®ranino, mientras que aquellos
gue tenga grupos amida o similar, permanecerarueiorsa neutra. Por otro lado,
ninguno de los farmacos presenta grupos acidosefjgra que tan solo contienen en
sus estructuras quimicas algunos hidrégenos caio ciaracter acido, como pueden ser
los presentes en grupos funcionales como el fehobhol, lactamas y grupos imida.
Estos hidrégenos solo pueden disociarse a valergdddaltamente basicos, generando

especies anidnicas que serian susceptibles deasspatectroforéticamente.

Por tanto, la separacion simultanea de varios féomantirretrovirales, tal y
como se pretende en este trabajo, solo puede séieagi, ademas de la separacion
debida a la relacion carga/tamafio, estos compuéegtraccionan con modificadores
que estén presentes en el tampon de separaciorellBose procedidé a estudiar la
separacion de los farmacos de interés mediantettalidad de MEKC con deteccién
UV, utilizando como agente tensoactivo el dodetfddéa sédico (SDS). Este es uno de
los agentes tensoactivos més utilizados en lad@dEKC por su elevada solubilidad
en agua, su baja concentracion micelar criticaydeotracion por encima de la cual se
forman micelas) que tiene un valor de 7-10 mmol/R5a°C en agua pufé®, baja

absorbancia en el UV, buena disponibilidad y bajgte

Como ya se comentd en la Introduccion de la preséesis, la técnica de

MEKC permite la separacion simultanea de espe@edras y cargadas gracias a la
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presencia en el medio de separacion de un agensdaitivo en concentracion
suficiente para que formen micelas; es decir painga de su concentracién micelar
critica. Las micelas (ver Figura |.4) se compodamo una fase pseudoestacionaria que
se desplaza a lo largo del capilar arrastradaspfiujo electroosmoético (FEO); de
manera que los analitos neutros se reparten dritreor de la micela (hidréfobo) y el
exterior en funcion de su polaridad (ver Figurd y.4sto permite su separacion. Como
las micelas de SDS son anidnicas migran haciacgd@res decir, en direccion opuesta
al flujo electroosmatico (FEO). Por lo tanto, cuantas apolar sea un analito, mas viaja
con la micela y mayor sera su tiempo de migracl@s analitos cargados pueden
asimismo interaccionar con las micelas cargadasiamied fuerzas electrostéticas o

formar pares i6nicos con las moléculas libres dehge tensoactivo (monémeros).

Para llevar a cabo los estudios de optimizacionianéel MEKC se utiliz6 un
capilar de silice fundida de 48,5 cm de longitudltg 40 cm de longitud efectiva, con
un didmetro interno de 7fm. Antes de utilizar el capilar por primera vez se
acondicion6 haciendo pasar a través del mismo iswdudion de NaOH 1 M durante
20 minutos, seguido de agua MilliQ durante otrosr2@utos para arrastrar el exceso de
NaOH y finalmente el tampon electroforético durad@eminutos. Al principio de cada
sesién de medida el capilar se acondiciona durantgnutos con NaOH 0,1 M, 5
minutos con agua MilliQ y 10 minutos con el tammgdectroforético. Entre inyecciones
el capilar se lava durante 2 minutos con NaOH 0,JaMontinuacién con agua MilliQ
otros 2 minutos y finalmente se acondiciona durgéhtminutos con el tampoén de

trabajo. De esta manera se consigue una adecysetiile@ad de las medidas.

Como electrolito de trabajo se utilizé inicialmentea disolucion acuosa 10
mmol/L de tetraborato sédico (pH 9,2) y 15 mmolA 8DS. El potencial aplicado fue
de +20kV, la temperatura del capilar de 25 °C gdgeccion espectrofotométrica a 200
nm. En estas condiciones, se inyectd una disolygédron mezcla de todos los analitos
en estudio en una concentracion de 10 pg/mL de eadade ellos. La inyeccion se
realizo hidrodinamicamente, mediante la aplicadéruna presion de 50 mbar durante
6 s.

Es necesario comentar que la disolucidén inyectatta greparada en agua con
SDS (9 mmol/L). De esta manera, se puede llevaraho cuna técnica de

preconcentracion por acumulacion en el capilar col@ocomo “sample stacking”, que
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consiste en la preconcentracion de la muestraaldetrcapilar debido a las diferencias
entre la velocidad electroforética que poseen luditas dentro de la region de la
muestra (disolucion acuosa de SDS, 9 mmol/L) y dtocidad electroforética que
poseen dentro del tampdén de trabajo (disoluciérosecule tetraborato sédico 10
mmol/L y SDS 15 mmol/L), a causa de las distitasductividades que presentan
ambas regiones. Inicialmente, los analitos se errare disueltos en la region de la
muestra, que es una zona de baja conductividaghliahr el voltaje para la separacion,
los analitos se desplazan segun su movilidad efecética y el FEO, llegando asi a la
zona de la interfase entre la muestra y el tamgdtnabajo. Debido a que este tampodn
posee una alta conductividad, los analitos experiame una disminucién de su
velocidad y se acumulan en esta region. Finalmeetelesplazan hasta el detector en
bandas estrechas perfectamente delimitadas. Denestara, se puede aumentar el
volumen de muestra introducido en el capilar (5@ndurante 6 s) hasta llenar entre el
10 y el 20 % del volumen total del mismo sin perefezacia en la separacion, mientras
que en una inyeccién hidrodinamica convencionasendebe sobrepasar el 1-2 % de la

longitud total del capilar.

En la Figura 1V.14 se muestra el electroferograii@m@do en las condiciones
iniciales de trabajo seleccionadas (sin SDS) arpietlas cuales se llevaron a cabo los
estudios posteriores de optimizacion. Como se puedeexiste un solapamiento entre
la mayor parte de los analitos, estando tan saftplEtamente separados el indinavir y
el atazanavir. El tiempo de migracion de cada anak determiné previamente por
inyeccion individual de cada uno de ellos. En coneacia, se procedié a estudiar
diferentes parametros que puedan mejorar la rééalumomo son: la presencia de
acetonitrilo en el tampdn de separacion, la comaeidin del agente tensoactivo (SDS),

y la temperatura.

118 mw.z2



IV.RESULTADOS Y DISCUSION

10 9+10

9

. 7+8 11+412+13+14+15
1 2+3

7 .

6

35 5+6

4

3 4

2

3 o

0 . - :

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo, minutos

Figura 1V.14. Electroferograma obtenido mediante MEKC-UV utifida para la separacion una
disolucion de tetraborato sédico 10 mmol/L (pH 9,2¥entificacion de los picos: (1) indinavir, (2)
saquinavir, (3) nelfinavir, (4) atazanavir, (5)tegjravir, (6) efavirenz, (7) didanosina, (8) ziddina, (9)
darunavir, (10) tenofovir, (11) nevirapina, (12)onavir, (13) lopinavir, (14) estavudina y (15)
amprenavir.

- Efecto del acetonitrilo

En la técnica de MEKC la separacion de los arsligutros se produce por un
reparto entre la fase micelar y la fase acuostadgbon de separacion en funciéon de su
polaridad. Por tanto, la adicion al medio de sepéarede un disolvente organico puede,
al igual que en cromatografia, modificar los cadefites de distribucion de los analitos
entre ambas fases mejorando la resolucion. Adeet&disolvente organico altera la
polaridad y la viscosidad del tampén de separadidodificando la movilidad
electroforética de los analitos iénicos y la maldti del FEO, dando lugar a tiempos de
migracion superiores. Los disolventes mas utilizadoa MEKC son el metanol y el
acetonitrilo en porcentajes inferiores al 50% (vpgra evitar que se destruya la

estructura micela¥®’

Por tanto, con la finalidad de modificar la res@uacde la separacion se estudio
el efecto de la adicion de acetonitrilo, en un potaje entre el 0% y el 30% (v/v), al
tampdn de separacion (disolucién de tetraborat@wsdd mmol/L y SDS 15 mmol/L,
pH 9,2) manteniendo constantes el resto de comdisiale trabajo (potencial aplicado
+20 kV, temperatura 25 °C, deteccion UV a 200 ribm)la Figura I1V.15 se representa
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el cambio en el tiempo de migracion de los analéasfuncion del porcentaje de

acetonitrilo del tampoén de separacion.
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Figura IV.15. Efecto del porcentaje de acetonitrilo del tampérseparacion en el tiempo de migracion
de los analitos.

En dicha Figura IV.15 se puede observar que al ataneel porcentaje de
acetonitrilo en el medio de separacion aumente&mipo de migracion de los analitos y
aparecen diferencias en sus movilidades, pero lsgarl a conseguir una buena
resolucién entre todos los antirretrovirales derigg. Por lo tanto, para los estudios
posteriores se selecciond un porcentaje de acetmniel 30% con el que se consiguen

separar algunos de los analitos.
- Efecto de la concentracién de SDS

Una vez evaluada la influencia de un modificadg@anico como el acetonitrilo
en la separacion electroforética de los antirrétates de interés, se procedio al estudié
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de como afecta a dicha separacion la concentratgbrmedio micelar (SDS) en el
tampodn electroforético. Para ello, se utilizé cammpdn de separacion una disolucién
10 mmol/L de tetraborato sédico (pH 9,2) con untenitdo de 30% (v/v) de acetonitrilo
y concentraciones variables de SDS en el intersatoprendido entre 5 mmol/L y 20
mmol/L. El potencial de trabajo aplicado en todos los cas®s20 kV. Los resultados

obtenidos se recogen en la Figura I1V.16.
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Figura IV.16. Efecto de la concentracion de SDS del tamp6n paraeion en el tiempo de migracion de
los analitos.

Como se puede ver en la Figura IV.16 a medida gugeata la concentracion
de SDS del tampdn de separacion aumenta el tiempaigtacion de todos los analitos
(excepto el atazanavir cuyo tiempo de migracidrtiramente no cambia) hasta llegar
a una concentracion de 15 mmol/L a partir de lal @latiempo de migracion,
practicamente, se mantiene o disminuye ligeramétgge aumento en los tiempos de

migracion de los analitos, consecuencia de suaot&gn con las micelas y/o los
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monomeros del SDS, da lugar a una ligera mejorka e@asolucion de la separacion,

pero sin que se consigan resolver todos los atntiieales en estudio.

Por lo tanto, a la vista estos resultados, secel® una concentracion de SDS
de 15 mmol/L para todos los estudios posterioresedtas condiciones seleccionadas,
se consiguen separar correctamente nueve de log®avirales en estudio: indinavir,
saquinavir, atazanavir, nelfinavir, efavirenz, didsina, raltegravir, tenofovir y

amprenavir.

- Efecto de la temperatura

Tras los estudios de optimizacion realizados, gqaba@mos de describir, no se
ha podido conseguir la separacion de los siguieatgfretrovirales: nevirapina,
darunavir, ritonavir, lopinavir, estavudina y zidokna. Por lo tanto, con el fin de
mejorar las caracteristicas de la separacion des eahtirretrovirales junto con
atazanavir, indinavir, raltegravir, tenofovir y amapavir se realizaron estudios de la
influencia de la temperatura de trabajo en su comapuiento electroforético. La
temperatura es un parametro importante en las agpaes electroforéticas, ya que
afecta a la viscosidad del medio de separaciom yambo altera la movilidad del FEO y
modifica los tiempos de migracién de los analitAdemas, en la técnica MEKC,
también influye sobre el coeficiente de repartdodeanalitos entre las micelas y la fase

acuosa.

Para este estudi6 se utiliz6 como tampdn de separaina disolucion de
tetraborato sédico 10 mmol/L (pH 9,2) y SDS 15 mincbn un 5% de acetonitrilo. El
resto de condiciones de trabajo fueron: voltajeicagb +30 kV, deteccion
espectrofotométrica a 200 nm e inyeccion hidrodinani6 s a 50 mbar). Con estas
condiciones se llevo a cabo la separacion a trepdgaturas diferentes 25 °C, 35 °C y
40 °C. En la Figura IV.17 se recogen los electomfmmas obtenidos a las 3

temperaturas de separacion ensayadas.
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Figura IV.17. Electroferogramas obtenidos a diferentes tempersie trabajo: A) 25 °C, B) 35°C y C)
40 °C. Identificacion de los picos: (1) nevirapi(®) atazanavir, (3) indinavir, (4) ritonavir, (®pinavir,
(6) raltegravir, (7) darunavir, (8) tenofovir, @nprenavir, (10) estavudina y (11) zidovudina.
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Como se puede ver en la Figura 1V.17 un incrementda temperatura de la
separacion provoca una disminucién del tiempo dganion de los analitos; sobre todo
para los analitos con mayores tiempos de migracyoesto da lugar a una mejora de la
resolucion entre picos. Este efecto es muy proadocpara el darunavir y el tenofovir
gue migran solapados a 25 °C, mientras que selvesugor completo a 35 °C; y lo
mismo ocurre para amprenavir, estavudina y zidmeufer Figura IV.17). Aunque, es
necesario tener en cuenta que trabajar con terapesaguperiores a 35 °C aumenta el
calentamiento por efecto Joule y se produce unnehamiento de los picos de los

analitos con mayores tiempos de migracion.

Como resultado de todos los estudios de optimina@alizados, que se acaban
de comentar, es posible separar mediante MEKC enaetirretrovirales: indinavir,
saquinavir, atazanavir, nelfinavir, efavirenz, didsina, raltegravir, tenofovir y
amprenavir con las condiciones de trabajo quessamen en la Tabla IV.11.

Tabla 1V.11. Condiciones experimentales de trabajo para laraeiga de los antirretrovirales: indinavir,
saquinavir, atazanavir, nelfinavir, efavirenz, didsina, raltegravir, tenofovir y amprenavir.

Capilar Capi'lar de silice fundida de 75 um d.i., 375 um, d&5 cm de
longitud total (40 cm al detector)

Potencial aplicado +20 kV

Modo de inyeccion Hidrodinamica (6 s a 50 mbar)

Temperatura 25°C

Deteccion Espectrofotométrica(= 200 nm)

. .. | Disolucion de tetraborato sédico 10 mmol/L y SDSirhol/L con
Tampon de separacion 30 % de acetonitrilo, pH 9,2

La Figura V.18 muestra el electroferograma olateren estas condiciones para
una disolucién patron mezcla de todos los anaktosestudio (concentracion de 15

pg/mL de cada uno) preparada en una disoluciérsacd® SDS (9 mmol/L).
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Figura 1V.18. Electroferograma de una mezcla de nueve farmactsetamvirales mas el estandar
interno (clozapina) obtenido en las condicionesralajo de la Tabla IV.11. Identificacion de losqs:
(1) indinavir, (2) saquinavir, (3) atazanavir, (4pzapina, (5) nelfinavir, (6) efavirenz, (7) didsma, (8)
raltegravir, (9) tenofovir y (10) amprenavir.

Por otro lado, es bien conocido que para llevaalao candlisis cuantitativos
mediante MEKC es muy conveniente utilizar el métddocalibrado con un estandar
interno para corregir los errores asociados a aasnie viscosidad, tension superficial,
variaciones del tiempo y/o la presion del procesingleccion, etc. Para esta separacion
se seleccion6 como patron interno la clozapina Figura 1V.2) utilizada en el capitulo
anterior para la determinacién de farmacos antavetles mediante HPLC-UV. En la
Figura 1V.18 se puede ver que en las condicionesrat®|jo seleccionadas para la
separacion de los antirretrovirales (Tabla 1V.14)¢lozapina, en una concentracion de
15 pg/mL da lugar a un pico bien definido, que gede separar perfectamente de los
analitos y por lo tanto este compuesto es adecpad®d su empleo como estandar

interno.

Ademas, como se ha visto anteriormente, los astudd optimizacion realizados
también han permitido el desarrollo de una metaglalode MEKC para la

determinacion de once farmacos antirretroviralesirapina, atazanavir, indinavir,
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ritonavir, lopinavir, raltegravir, darunavir, temoir, ampreanvir, estavudina y

zidovudina, utilizando las condiciones de trabadalTabla 1V.12.

Tabla 1V.12. Condiciones experimentales de trabajo para laraeida de los antirretrovirales:
nevirapina, atazanavir, indinavir, ritonavir, logiir, raltegravir, darunavir, tenofovir, ampreanvir
estavudina y zidovudina.

Capilar de silice fundida de 75 pm d.i., 375 pum, d&5 cm de
longitud total (40 cm al detector)
Potencial aplicado +30 kV

Capilar

Modo de inyeccion Hidrodinamica (6 s a 50 mbar)
Temperatur. 40 °C
Deteccion Espectrofotométrica(= 200 nm)

Disolucién de tetraborato s6dico 10 mmol/L y SDSirhol/L con

Tampon de separacion 5 % de acetonitrilo, pH 9,2.

En la Figura IV.19 se puede observar un electogf@ma obtenido en estas
condiciones para los once compuestos antirretilegirde interés (concentracion 15
pg/mL) mas el estandar interno (imidazol).
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Figura IV.19. Electroferograma de una mezcla de once farmacosetrdvirales mas el estandar interno
(imidazol) obtenido en las condiciones de trabagola Tabla IV.12. Identificacion de los picos: (1)
imidazol, (2) nevirapina, (3) atazanavir, (4) iredir, (5) ritonavir, (6) lopinavir, (7) raltegrayi(8)
darunavir, (9) tenofovir, (10) amprenavir, (11)eestdina y (12) zidovudina.

Para esta separacién se utilizé como estandanin&drimidazol cuya estructura

quimica se muestra en la Figura 1V.20; ya queldaapina utilizada como estandar
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interno en estudios anteriores no se puede segargunos de los antirretrovirales en
las condiciones de trabajo; mientras que el imijazono se ve en la Figura 1V.19, se
separa de todos los analitos en dichas condici®iesembargo, dado el tiempo de
migracion del imidazol, esta claro que solo es staralar interno adecuado para los

antirretrovirales que migran a tiempos inferiorésrainutos.

—
NH

N/

Figura IV.20. Estructura quimica del imidazol.

IV.2.1.2. Validacion de la metodologia desarrollada

Una vez realizados los estudios de optimizacionlae parametros mas
importantes que pueden influir en la separacionteforética de los antirretrovirales
de interés, se decide evaluar la aplicabilidadadeétodologia desarrollada al analisis
de muestras de plasma humano. Puesto que en laiendgolos estudios terapéuticos
sOlo es necesario monitorizar simultineamente filemiacos antirretrovirales, el
método propuesto fue validado para tres farmacoterpzientes a tres familias

diferentes:

» Nevirapina (inhibidor de la transcriptasa inversaamalogo de nucleésido) que

es uno de los farmacos mas prescritos dentro terslia.

» Indinavir (inhibidor de la proteasa) que es undadefarmacos antirretrovirales
mas utilizados, ya que es de los mas antiguosaldetsu familia y siempre ha

demostrado resultados eficaces a la hora de sunestiracion.

» Raltegravir (inhibidor de la integrasa) que es micd farmaco de su familia.
Ademas su introduccion en el mercado es bastactente y ha propiciado
grandes avances en el tratamiento antirretroviradstrando resultados muy

esperanzadores.
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La separacién de estos tres farmacos solo seepliedar a cabo en las
condiciones de trabajo mostradas en la Tabla IVA®. tanto, se utilizan dichas
condiciones para establecer la linealidad, lostdéisnde deteccidén (LD), los limites de
cuantificacion (LQ), la precision y la exactitud ¢ metodologia de MEKC-UV

propuesta para el analisis de estos compuestdagngphumano.

- Linealidad, limite de deteccién (LD) y limite deamtificacion (LQ )

En primer lugar, se obtuvieron las correspondiergetas de calibrado para los
tres antirretrovirales en estudio. Para ello, spamaron disoluciones estandar de cada
uno de ellos partiendo de una disolucion madreodeantracion 1000 pug/mL preparada
en metanol. A partir de estas soluciones se praganzor dilucion (con una solucién
acuosa de SDS 9 mmol/L) las disoluciones patréa phcalibrado, en un intervalo de
concentraciones comprendido entre 1,0 pg/mL y Ug/nL para cada antirretroviral.
A todas las disoluciones se afiadid la misma caht{@gug/mL) del estandar interno

(imidazol).

Cada nivel de concentracion se inyecté por td@ole y se obtuvieron las
correspondiente rectas de calibrado representandgldcion de areas (analito/estandar
interno) en funcién de la concentracion del anakio la Tabla 1V.13 se muestran las
ecuaciones de las diferentes rectas de calibramidas para cada farmaco, asi como
sus correspondientes coeficientes de correlac)orCrmo se puede ver, en todos los
casos las rectas de calibrado son lineales (r $0D.&n el intervalo de concentracion
ensayado (1-15 pg/mL).

Tabla 1V.13. Ecuacién de las recta de calibrado, coeficientesadrelacion (r), limite de deteccién (LD)
y limite de cuantificacion (LQ) de la metodolograpuesta.

Antirretroviral Ecuacmn_de la recta de r LD LQ
calibrado
Nevirapina y = 0,0806x — 0,0433 0,9975 0,6 2,0
Indinavir y =0,120x + 0,0195 0,9975 0,5 1,7
Raltegravir y =0,239x — 0,0916 0,9904 0,6 2,0

En dicha Tabla 1V.13 también se recogen los LD@, kalculados com#’ :
LD=3Sy/x/b y LQ=10Sy/x/b, donde b es la pendieregdadrecta de calibrado y Sy/x es
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la desviacion estandar residual para dicha reamdCse puede ver, se obtienen limites
de cuantificacion para los tres antirretroviralesestudio de unas 2,0 ug/mL. Estos
valores, si bien son unas 20 veces mas elevadosloguebtenidos mediante la
metodologia de HPLC-UV (ver Tabla IV.3), son adetmsapara la determinacion de
antirretrovirales en muestras de plasma humanougasge encuentran dentro de los

valores esperados en dichas muestras (ver Talda IV.

- Exactitud y precision.

Para evaluar la exactitud y precision del métoedopsepararon muestras de
plasma sanguineo humano (obtenido siguiendo ekdimiento descrito en el apartado
IV.1.1.3) dopadas con los analitos a tres nivekesahcentracion (2, 5y 10 pg/mL),
afadiendo en todos los casos una concentraciortactes(5 pg/mL) del estandar
interno (imidazol). Estas muestras se sometieram groceso de extraccion solido-
liquido con cartuchos C18 tomando como base unediodgento ya descrito en la
bibliografid®®. En primer lugar, los cartuchos C18 se acondicidmaciéndoles pasar
manualmente (mediante el uso de una jeringuillmL2le metanol, seguido de 2 mL de
agua MilliQ. Una vez acondicionados, los cartuckescargan con 0,5 mL de las
muestras de plasma dopado. A continuacién, ldsicdass se lavan con 1 mL de una
mezcla 10:90 de metanol:agua (v/v). Finalmenteafaitos retenidos en el cartucho se
eluyen haciendo pasar 1 mL de metanol. El eluateesege y se evapora a sequedad
gracias al uso de un equipo “Speedvac”. El resiésaltante se redisuelve con 200 pL
de SDS 9 mmol/L y se homogeneiza en un vortex deranmenos 15 minutos, antes

de proceder a su inyeccion en el sistema elecétifor

La exactitud de todo el procedimiento de andlisigréccion solido-liquido y
determinacion mediante  MEKC-UV) se estableci6 mmaediael calculo de los
porcentajes de recuperacion de cada analito oloidaplicar dicho procedimiento al
analisis de muestras de plasma fortificadas anfvetes de concentracion diferentes (2,
5y 10 pg/mL). Los porcentajes de recuperacion aleuan por comparacion del
resultado obtenido respecto al esperado, utilizeamldodos los casos el método de

calibrado del estandar interno (imidazol a una eatracion de 5 pg/mL).

De la misma manera, la precision de la metodolagiapleta se evalué en
términos de repetibilidagxpresada como el coeficiente de variacion (CV)late
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recuperaciones obtenidas al analizar en un misnao tidis muestras de plasma

fortificadas a un nivel de concentracion degbmL y

Los resultados obtenidos se muestran en la Talld4| donde se puede
observar que en todos los casos se obtienen recupees superiores al 85% con una
buena repetibilidad ya que el CV varia entre el 4 &b10 %.

Tabla 1V.14. Porcentaje de recuperacion y CV obtenidos parandlisis de muestras de plasma

fortificadas con los analitos a 3 niveles de coheeion.

Ceifieaxe Cifiatzie Recuperacién Repetibilidad

Antirretroviral afiadida encontrada (E))/O) CVp(%) n=3
(ng/mL) (pg/mL) ’
2,0 1,8 91
Nevirapina 5,C 4,7 95 3,8
10 9,4 94 6,3
2,C 2,C 10C
Indinavir 50 4,3 86 59
10 10,4 104 6,8
2,0 1,8 92
Raltegravir 5,0 4.7 95 10
10 8,5 85 54

En la Figura V.21 se muestra el electroferograim&mdo para una muestra de
plasma sin dopar (blanco) (Figura IV.21A) y el éleferograma para una muestra de
plasma dopada con los analitos (2 pg/mL) y el estaimterno (5 pg/mL) (Figura
IV.21B). Se puede observar que no existen intentg@as de compuestos presentes en el
plasma a los tiempos de migraciéon de los analigomigrés. Si bien, debido a la matriz
de la muestra, el perfil del electroferograma oidiemo es adecuado para cuantificar
analitos que migren a tiempos superiores a 3 nsngaoque la linea base que presenta

el cromatograma muestra una importante deriva.
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Im =
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Figura IV.21. Electroferogramas obtenidos en el andlisis de mnastra de plasma humano: A) sin
dopar con los analitos (blanco) y B) dopada cory/2nl de los analitos y 5 pg/mL del estandar interno
(imidazol). Identificacién de los picos: (1) imiddz(2) nevirapina, (3) indinavir y (4) raltegra#).
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Como ya se explico en la Introduccion de la presséfemoria, los bifosfonatos
son un conjunto de farmacos analogos estructuraneetos pirofosfatos naturales, por
lo que al igual que éstos, se unen fuertementd@iaxiapatita del hueso inhibiendo la
resorcidén 6sea. De ahi su empleo para prevenértiiga de masa O0sea caracteristica de
enfermedades como la osteoporosis, la enfermed&haglet, el mieloma multiple o la
osteogénesis imperfecta. Por lo tanto, se tratarde familia de farmacos que se
administra, en la actualidad, a un gran numero atgeptes en paises desarrollados,
siendo la posologia de larga duracion. Ademas,tiemapos de vida media en el
organismo de los bifosfonatos suelen ser muy larggspor esta razén que se hace
necesario el estudio de los efectos secundari@g® Iplazo, los cuales se pueden
relacionar con los niveles de estos farmacos étoiubiol6gicos (suero u orina) por lo
que se necesitan métodos analiticos adecuadosyateterminacion en dicho tipo de

muestras.

Ademads, con el fin de poder liberar y comercializa producto farmacéutico,
también es necesario realizar los andlisis correipates de control de calidad, para
asi asegurar la pureza del medicamento asi cosuntgnido del principio activo en la
formulacion final que se le debe administrar aligate. Este tipo de analisis son
fundamentales con el fin de cumplir las normas yedereferentes a la calidad y
seguridad de medicamentos en los diferentes pddseke éstos se comercializan. Por lo
tanto, el desarrollo de metodologias sencillasapléis que permitan cumplir con los
requerimientos legales es fundamental en cualglaieoratorio farmacéutico que

fabrique y venda cualquier medicamento, como pEmpjo los bifosfonatos.

El problema a la hora de desarrollar estas meatgéhs de andlisis reside en el
hecho de que los bifosfonatos, debido a su natgadgiimica (ver Figura 1.9), no
poseen grupos cromoéforos que permitan su detecadediante técnicas
espectrofotométricas o fluorescentes. Es por as® la cuantificacion de bifosfonatos
tanto en fluidos biolégicos como en preparados &aéuticos siempre ha supuesto un
gran reto analitico. Sin duda, una de las posibdisciones a este problema (evitando
protocolos tediosos de tratamiento de muestrasouales los analitos se derivatizan)
es la deteccion de los bifosfonatos mediante laidaedel fésforo presente en su

estructura molecular (cada molécula posee dosrfskagura 1.9) mediante la técnica
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de Espectrometria de Masas con Fuente de PlasmMaaigamiento Inductivo (ICP-
MS).

En la actualidad, el ICP-MS se ha consolidado catetector especifico en
técnicas de separaciéon como la HPLC, la CE y la ¥&&Gque exhibe caracteristicas
proximas a las exigibles a un detector especifitali como son su capacidad para
introducir de forma continua o directa muestrasegaas o liquidas, gran sensibilidad
(los limites de deteccion que pueden obtenersenseertran en el intervalo de las
partes por trillén para la mayor parte de los el de la Tabla Periddica), gran
especificidad elemental e isotopica y amplios irgkss lineales, junto con su capacidad

multielemental y multiisotépica

Por tanto, en este Ultimo capituloeseluara de manera comparativa el potencial
analitico de dos técnicas de separacion como sétPeC y la CE acopladas a la
deteccion elemental de fosforo por ICP-MS parauasfa a punto de metodologias

analiticas adecuadas para la determinaciéon dedifa®s en preparados farmacéuticos.

Este trabajo se realiz6 en el Departamento de @aiffisica y Analitica de la
Universidad de Oviedo con una estancia en el gdgidProfesor Dr. Uwe Karst del

“Instituto de Quimica Inorgénica y Analitica” deUmiversidad de Minster (Alemania).
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IV.3.1. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA HIiBRIDA HPLC- ICP-MS
PARA LA DETERMINACION DE ALENDRONATO Y CLODRONATO

En primer lugar se procedidé a evaluar el potéranalitico de la hibridaciéon
instrumental HPLC-ICP-MS para la separacion y defecde bifosfonatos. Para este
estudio se escogieron de entre toda la variada gimaifosfonatos presentes en el
mercado dos farmacos representativos de cada ufes dios familias existentes: el
clodronato (bifosfonato no nitrogenado) que es dados bifosfonatos que primero
aparecio en el mercado; y el alendronato (bifogfonarogenado) que es el bifosfonato
maés prescrito para el tratamiento de la osteopmrdsis estructuras de estos dos

bifosfonatos se muestran en la Figura 1.9.

IV.3.1.1. Optimizacion de la deteccion del fésformediante ICP-MS.

Dado que las velocidades de flujo de las fasesles)whabitualmente utilizadas
en HPLC (alrededor de 1 mL/min) son compatibles leowelocidad de aspiracién de
las muestras al plasma a través de los nebulizadosacéntricos convencionales
empleados en ICP-MS, el acoplamiento HPLC-ICP-MSney sencillo y representa
uno de sus mayores atractivos. Dicho acoplamieotosiste en la unidn de la salida de
la columna analitica al nebulizador del ICP-MSawdis de un tubo de plastico inerte y
cuya longitud y diametro interno deben ser lo memusible para evitar volimenes
muertos y ensanchamiento de los picos cromatoggfiEn nuestros estudios se ha
utilizado un tubo de PEEK de 1/16” de 10 cm degitud y 0,010” (aproximadamente

254 um) de didmetro interno.

Ahora bien, es necesario tener en cuenta queremnnbs generales, sélo el 1-
3% de la disolucion nebulizada es capaz de llegdledar al plasma. Por esta razon, es
importante utilizar sistemas nebulizadores que parmmejorar esta eficacia de
transporte del analito al plasma. Para ello, eplaroiento HPLC-ICP-MS se realiz6
utilizando un nebulizador de tipo de paso parafe&jorado modelo “Mira Mist” de
teflon. Estos nebulizadores poseen un capilarriotele 500 um por donde discurre la
disolucién de la muestra y pueden operar a flupaprendidos entre los 0,2 y los 2,5

mL/min. Ademas estos dispositivos se fijan en E®aras de nebulizacién de manera
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similar a un nebulizador concéntrico y, generalmenpera a presiones comprendidas

entre los 35-45 psi.

Por otro lado, uno de los principales problemas @uisten a la hora de
cuantificar P por ICP-MS deriva de que es un elémeronoisotopico (m/z = 31) y que
ademas su potencial de ionizacion es elevado (epaotamente 10,5 eV), por lo que se
ioniza mal en el plasma. Ademas existen interfeasngoliatomicas a m/z = 31, como
por ejemplo:X*N6OH", 15N160O*, 14N7O*, 12C1H360", etc. Estas interferencias (de las
cuales las dos primeras son las mas importantéapaso la sefial analitica délP
medida con un ICP-MS de tipo cuadrupolo convendioBa por esto, que para la
deteccion elemental de P mediante ICP-MS se dedmgrirestrategias que minimicen o
eliminen el efecto de estas interferencias, a faquee se consiguen buenos resultados
de sensibilidad. En nuestros estudios, para solacieste problema se utiliz6 un
equipo de ICP-MS de alta resolucién o doble enfothermo Element 2 trabajando en
media resolucion (R= 4000). El resto de parametros instrumentales ddidage
optimizados inyectando disoluciones patron de Injligde P, se recogen en la Tabla
IV.15.

Tabla IV.15. Parametros instrumentales utilizados para la détece P por ICP-MS de alta resolucion.
Parametros del plasma

Potencia de radiofrecuencia 1350 W
Flujo de gas plasngenc 150 L/min.

Flujo de gas portador 0,9 L/min
Flujo de gas auxilii 0,85 L/min

Parametros de las lentes iénicas
Se optimizan diariamente para obtener la mejorilsiddad con
una disolucién de 10 pg/L de Li, Iny U.

IV.3.1.2. Optimizacion de la separacion mediante omatografia de intercambio
anionico.

Una vez establecidas las condiciones de trabajtCéReMS como detector del P
presente en los analitos en estudio (alendrona&todronato), se procedio a investigar
su separacion cromatografica. Para ello, se estediprimer lugar, la modalidad de

HPLC de intercambio anionico.
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Para la separacién mediante intercambio aniérécbage uso de una columna
(Metrosep Anion Dual 2) con un relleno polimérigml{metilmetacrilato) con grupos
amonio cuaternario de dimensiones 75 x 4,6 mm (&gramano de particula). Como
fase movil se utiliz6 acetato de amonio en coneeitnes inferiores a 20 mmol/L; ya
que el empleo del ICP-MS como detector implica lqgefases maéviles no deben de ser
soluciones muy salinas (o tienen que estar formpdasales que se puedan volatilizar
facilmente, como por ejemplo el acetato amonicoy. €ta razon, para optimizar la
separacion se realizé un primer ensayo inyectar@aql5 de una disolucion que
contiene 10 pg/mL de alendronato y clodronatozatiido una fase mdvil de acetato
amonico 9 mmol/L a pH 5,0 y a un flujo de 0,8 mlimiLa deteccién se llevo a cabo
mediante ICP-MS en la condiciones de la Tabla IVBr® estas condiciones se obtuvo

el cromatograma de la Figura 1V.22.

100000
90000 -
80000 - 1 2
70000 -
60000 -

cps

50000 -+
40000 -
30000 -

20000 - ‘

10000 -

0 I I I I I

0 ? 4 6 ] 10 17
minutos

Figura IV.22. Cromatograma obtenido para una disolucion patréri@eaig/mL de alendronato y
clodronato, usando como fase mévil una soluciom®tiL de acetato amdnico a pH 5,0. Identificacion
de picos: (1) alendronato y (2) clodronato.

Como se puede observar en la Figura IV.22 losspgmn muy anchos y la
separacion entre ambos compuestos es insufici&nteconsecuencia, se procedié a
evaluar el efecto que el pH de la fase movil pueedeer en la separacion
cromatografica. Con el fin de asegurar la existenig una especie aniénica, debe de

tenerse en cuenta el valor de los pKa de cada eitmsdanalitos:
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v Alendronaté*® pKa 0,8; pKa 2,2; pKa 6,3; pKa 10,9; pKa 12,2.

v’ Clodronaté*®: pKa; 1,7;pKaz2,1; pKag5,7; pKas 8,3.

A la vista de estos pKa se investigo la separad@ralendronato y clodronato
en un rango de pH de fase movil de 4 a 6. En ttm$osasos la concentracidén de acetato
amonico de la fase movil fue de 9 mmol/L. La Figi¥&23 muestra los cromatogramas
obtenidos para una disolucién patron de 10 pg/maleledronato y clodronato.
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Figura 1V.23. Cromatograma®btenidos para una disoluciéon patron de alendrogattodronato (10
pg/mL) usando como fase movil una solucién acuaser@l/L de acetato amodnico con diferente pH: 4,2
(linea roja); 5,5 (linea azul) y 6,0 (linea moradientificacion de picos: (1) alendronato y (2)
clodronato.

En la Figura 1V.23 se puede observar que al asmetpH aumenta el tiempo
de retencion de los analitos y mejora la resolycgrbien los picos se hacen muy
anchos y, ademas, presentan colas muy pronunciadasecialmente, el pico del
alendronato. Asi pues, se seleccion6 un pH deat2lp fase maovil, como situacion de

compromiso entre resolucion y tiempo.

Una vez seleccionado el pH de la fase mévil, sestigd si un aumento en la
concentracion de acetato amonico en la fase médilig mejorar la forma de los picos
(en especial el pico correspondiente al alendrdnatasi mejorar la resolucion de la
separacion. Para ello, se procedio a estudiamplaraeion utilizando para la elucién un

gradiente de concentracion de acetato en la fasd.nib gradiente se realiza con 2
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fases moviles, una fase A compuesta de una disol@uosa de acetato de amonio 10
mmol/L a pH 4,2 y una fase B compuesta de una wigoh acuosa de acetato de
amonio 100 mmol/L al mismo pH. Los gradientes deciéh que se ensayan se

muestran en la Tabla IV.16.

Tabla IV.16. Gradientes de elucion ensayados (% fase B). Aad® mmol/L acetato de amonio (pH
4,2) y Fase B: 100 mmol/L acetato de amonio (pH. 4,2

TIEMPO (min) 0 1 1C
Gradiente 5% 5% 95 %
Gradiente 2 10 % 10 % 95 %
Gradiente 3 15 % 15 % 95 %
Gradiente 4 20 % 20 % 95 %

En las Figura IV.24 se pueden observar los crognatoas obtenidos para una
disolucion patrén de 5 pg/mL de alendronato y 10nk de clodronato, utilizando los
cuatro gradientes de fase moévil de la Tabla IV.Gamo era de esperar, el
cromatograma correspondiente al gradiente con nayaer de elucion (gradiente 4) da
lugar a tiempos de retencién menores para los malga@s; en cualquier caso los picos
siempre estan bien separados obteniéndose el picaleshdronato entre 1,5 y 2,5
minutos y el de clodronato en entre 9,5 y 11 misaio funcidon del gradiente utilizado.
También se observa, que al aumentar el % de fasecil, la forma de los picos
mejora ligeramente. Por ello, se seleccioné uhzgm de compromiso en la que el
alendronato eluye a un tiempo de retenciébn no majg g con una forma de pico
adecuada. Esto se consigue modificando ligeranetgg@adiente 3 (ver Tabla IV.16) de
tal manera que el porcentaje de la fase B se nmenéie 15% durante 1 minuto y luego
se incremente hasta el 98% a los 8 minutos de ¢ogmaana. En la Figura 1V.25 se
muestra un cromatograma de una solucion de 8 pglenlalendronato y 8 pg/mL

clodronato obtenido con estas condiciones de aiucio
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Figura IV.24. Cromatogramas obtenidos para una disolucion patedd pg/mL de alendronato y 100
pg/mL de clodronato usando los gradientes de eluci® la TablalV.16: gradiente 1 (linea azul),
gradiente 2 (linea verde), gradiente 3 (linea n@rgdgradiente 4 (linea roja). En pequefio se reptas
el cromatograma con la escala ampliada, para pauarvar los picos de alendronato. Identificacién d
picos: (1) alendronato y (2) clodronato.
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Figura IV.25. Cromatograma obtenido para una disolucién patréaletedronato y clodronato (8 pg/mL)
usando para la elucién un gradiente de: 15% deBatgrante 1 min y luego del 15% hasta 98 % de fase
B durante 7 min. Identificacién de picos: (1) @aemato y (2) clodronato.
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IV.3.1.3. Optimizacion de la separacion mediante omatografia de pares ionicos.

A la vista del comportamiento cromatografico okadp para los dos farmacos
en estudio (alendronato y clodronato) mediante atografia de intercambio anidnico,
se decide investigar su separacion mediante crgnzdia de pares idnicos; ya que esta
técnica permite, generalmente, obtener picos ciagraficos mas estrechos y definidos,
posibilitando asi mejorar los resultados obtenictws la cromatografia anidénica donde
los picos tienen mucha cola y ademés el clodroelatye practicamente en el volumen

muerto de la columna (ver Figura IV.25).

- Columna G

En primer lugar, se estudio el comportamiento etografico de los analitos en
una columna Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6 mnuyrb de tamafio de particula).
Como agente formador de pares i6nicos, se seletcanhidrogenosulfato de
tetrabutilamonio (TBA) disuelto en una disoluciod thmol/L de acetato de amonio.
Con esta fase movil se procedio a optimizar larsepan estudiando la influencia de los
siguientes parametros: el porcentaje de metanta &ase moévil en el rango de 0 hasta
10 % (v/v); la concentracion de TBA desde 0,75&&sD mol /L; y el pH entre 4,0 y
6,0. El flujo de fase movil fue en todos los cadesl,0 mL/min y se inyectd (20 uL)
una disolucion patrén de clodronato y alendronato una concentracién de 20 pg/mL
de cada compuesto. La deteccién se llevé a cabdarniaando el P mediante ICP-MS

en las condiciones de la Tabla IV.15.

Los resultados obtenidos, muestran que en todasoladiciones ensayadas es
posible conseguir la separacién entre el alendoopatl clodronato; sin embargl|
alendronato apenas se retiene, no observandosanairdjferencia en su tiempo de
retencion al cambiar la composicién de la fase méwicual parece indicar que este
compuesto eluye con el volumen muerto de la colurBnda Figura 1V.26 se muestra
el cromatograma obtenido en las condiciones seleadas como mas adecuadas para
la separacion, fase mévil: 95 % de una disolucibnosa de acetato amonico (10
mmol/L) y TBA (1,5 mmol/L), pH 4,2 con un 5 % (v/de metanol a un flujo de 1,0
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mL/min. Como se puede observar el alendronatoeetuyin tiempo de retencién de
apenas 1,0 min.

25000000 -
1
0000000 -
15000000 -
w
=
10000000 - 2
5000000 -
0 _| -’— T 1 1 1 1 —|
0 1 2 3 4 5 6
minutos

Figura 1V.26. Cromatograma obtenido para una disolucion patréraldadronato y clodronato (20
pg/mL) en las condiciones de trabajo seleccionatiEmtificacion de picos: (1) alendronato y (2)
clodronato.

- Columna Cis

Una vez establecido que la columna de fase invess® es adecuada para la
separacion de los bifosfonatos de interés debithp escasa retencidn que presentan
ambos farmacos (en especial el alendronato) selelestudiar la separacion en una
columnaCis (Reprosil-pur C18 AQ, 250 x 4,6 mm, 5 pm detamaéigalticula). Para
ello, se utiliza como fase moévil una disoluciond®6 (v/v) de metanol en acetato de
amonio (10 mmol/L, pH 4,2) con cantidades variabied BA a un flujo de 1,2 ml/min.
Al igual que en el apartado anterior, se evaluinfeuencia de la concentracién del
agente formador de pares iénicos (TBA) entre 0,30ymmol/L, inyectando 20 uL de
una disolucion patrén de 50 pg/mL de ambos bifcatfus La deteccion se llevé a cabo
monitorizando el P mediante ICP-MS en las condisote la Tabla IV.15.

En la Figura 1V.27 se representan los cromatogsantdienidos para el estudio
de la influencia de la cantidad de TBA en la fagwimSe puede observar, tal y como

era de esperar, que al aumentar la concentracidBdede la fase mévil aumenta el
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tiempo de retencién de los bifosfonatos sin peslida resolucion. Asi pues, se
selecciond una concentracion de TBA en la fase Ind#&il,5 mmol/L como la mas

adecuada para todos los estudios posteriores.
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|
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2
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Figura 1V.27. Cromatogramas obtenidos para una disolucién deariatb y alendronato (50 pg/mL)
utilizando una fase movil de 15 % de metanol etadgale amonio (10 mmol/L, pH 4,2) con cantidades
variables de TBA: 3,0 mmol/L (linea verde), 1,5 nhiinale TBA (linea roja) y 0,75 mmol/L (linea azul).
Identificacion de picos: (1) alendronato y (2) cluato.

Tras fijar la concentracion de TBA de la fase ih®e estudio la influencia del
porcentaje del modificador organico (metanol) demisma en la separacion de los
analitos. Para ello se utiliz6 como fase movil dismlucion acuosa de acetato amoénico
10 mmol/L y TBA 1,5 mmol/L (pH 4,2) con cantidadesiables de metanol: 5, 10y 15
% (v/v) a un flujo de 1,2 mL/min. En todos los case inyecta (20 uL) de una
disolucién patrén de los dos bifosfonatos (en cotreeion de 10 6 40 pg/mL),

obteniéndose los cromatogramas mostrados en laaFigL28.
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Figura 1V.28. Cromatogramas obtenidos para una disolucion padiénclodronato y alendronato
utilizando como fase mavil una disolucion de aeet® amonio (10 mmol/L) y TBA (1,5 mmol/L), pH
4,2, con porcentajes variables de metanol: 5 #edlroja), 10 % (linea azul) y 15 % (linea virde

Identificacion de picos: (1) alendronato y (2) clotato.

En la Figura IV.28 se observa, como era de espeae al aumentar el

porcentaje de metanol de la fase mévil aumentadarde elucidn lo que se traduce en
menores tiempos de retencion para los analitoscgspinds estrechos. En la Figura
IV.28 también se observa que dicha disminuciértideipo de retencion de los analitos
no da lugar a una pérdida de resolucion. Por lmtae eligié un porcentaje de metanol

de la fase mévil de 15 % (v/v) como el mas adecyzata la separacion de los dos

farmacos de interés.

Como resultado de los estudios de optimizacionizadds que acabamos de
describir, se seleccionaron las siguientes comuisiode trabajo como las mas

adecuadas para la separacién cromatografica ddraleto y clodronato mediante la

técnica de HPLC de pares iénicos:
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* Columna:Reprosil-pur C18 AQ (250 x 4,6 mm, 5 pm)

» Elucion: isocratica.

* Fase movil:disolucion acuosa 10 mmol/L de acetato amoénicgbymdmol/L de
TBA (pH 4,2) con un 15% (v/v) de metanol.

* Flujo de fase movill,2 mL/min.

e Volumen de inyeccior20 L.

En la Figura 1V.29 se muestra un cromatogramangedisolucion que contiene
20 pg/mL de cada uno de los analitos obtenido apdic estas condiciones
cromatograficas. La deteccién se llevé a cabo nmégliBlCP-MS monitorizando el P en
las condiciones descritas en la Tabla IV.15.
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Figura 1V.29. Cromatograma de una disolucién patrén de clodropatiendronato (20 pg/mL) obtenido
en las condiciones de trabajo seleccionadas cors@mdetuadas.

IV.3.1.4. Caracteristicas analiticas comparadas.

Una vez establecidas las condiciones experimentaiés adecuadas para la
separacion de los dos bifosfonatos de interésdedeato y clodronato) mediante dos
modalidades cromatograficas: HPLC de intercambiéraco y HPLC de pares ionicos,

se procedié a evaluar de forma comparativa algeasacteristicas analiticas de las
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metodologias hibridas desarrolladas basadas etpplamiento de dichas técnicas de

separacion con la deteccién elemental del P medI@R-MS de alta resolucion.

En primer lugar, se establecié el intervalo dedlidad de la curva de trabajo
(area de pico en funcidbn de la concentracion delitanaen el intervalo de
concentraciones comprendido entre 5,0 ug/mL y @@nL de cada uno de los dos
bifosfonatos. Las ecuaciones de las curvas deradbbobtenidas a partir de la medida
de las &reas de pico para cada concentracion sgereen la Tabla 1V.17 y muestran
una buena linealidad (r > 0,998) en el intervalsagado.

Tabla IV.17. Ecuacion y coeficiente de correlacion de las sed&acalibrado, limite de deteccion (LD) y
limites de cuantificacion (LQ) de las metodologiasarrolladas.

HPLC de intercambio aniénico

Bifosfonato Ecuacion _de la curva de ; LD? LQ?
calibrado (ug/mL) (ug/mL)

Alendronato y = 3204013,6x — 9679340,2 0,9981 0,2)( 2(0,5

Clodronato y = 2845249,3x — 6742975,5 0,9987 (0,3 3(0,8)

HPLC de pares i6nicos

Bifosfonato Ecuacion _de la curva de r LD? LQ?
calibrado (ng/mL) (ug/mL)

Alendronat y = 3336033,x — 11125682, 0,998 0,6 (0,9 2(0,5

Clodronato y = 3427846,4x — 7911439,8 0,9987 (0,9 2(0,4)

a = Entre paréntesis valores referidos a P

Si se comparan las pendientes de las curvas deragidi obtenidas para los
analitos mediante las dos metodologia propuestsT@bla 1V1.17) se puede ver que
la sensibilidad de ambas metodologias es simitemocera de esperar, ya que en ambos
casos el sistema de deteccidn es el mismo. Enb&a Td.17 también se recogen los
valores de los limites de deteccion (LD) y los féwide cuantificacion (LQ) obtenidos,
calculados como la concentracion del analito qoeyre una sefial neta (altura de pico
cromatografico) equivalente a tres veces (diez sygega el LQ) el “ruido de fondo”
(ruido de la linea base del cromatograma) paraalamen de inyeccién de 20 L.
Como se puede ver, los limites de deteccion estéel erden de 1,0 pg/mL, siendo
ligeramente mejores en la cromatografia de par@sd® probablemente debido a que
se obtienen picos cromatograficos mas simétricasosElimites de deteccién son
comparables o incluso mejores a los obtenidos mtiaécnicas de deteccion
espectrofotométricas previa derivatizacion de loslitos para formar compuestos

absorbente&!®
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Aunque, los limites de deteccién obtenidos mediéntécnica hibrida HPLC-
ICP-MS son elevadopara su aplicacion al andlisis de muestras bicddg{plasma u
orina) para lo que se necesitan limites de deteat#b orden de los ng/mBi0 250En

cambio, si son adecuados para el andlisis de faniomes farmacéuticad?

IV.3.2. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA HIBRIDA CE-IC P-MS
PARA LA DETERMINACION DE ALENDRONATO Y CLODRONATO:
ESTUDIOS PRELIMINARES

Los estudios descritos en el apartado anterior rpaf® manifiesto que la
separacion cromatografica de mezclas de bifosfenato estd exenta de problemas,
debido a que estos compuestos son acidos polipsatjde tienen varios valores de pKa
que se extienden en todo el rango de pH, lo que didicil tener una Unica especies en
disolucién; ademas, pueden formar quelatos corsiometalicos o superficies metélicas
gue da lugar a problemas de adsorcion que origh@os cromatograficos con colas.
Por tanto, el empleo de la Electroforesis Cap{#t)(para llevar a cabo la separacion de
bifosfonatos podria ser una alternativa ventajosaté a la técnica de HPLC que

evitaria estos problemas.

Como ya se ha comentado con anterioridad, la Qhagécnica de separacion
sencilla que permite obtener picos mas estrechesmgtricos comparados con los
obtenidos en HPLC, lo que da lugar a una elevastalueion de la separacién con un
consumo minimo de muestra y reactivos. Aunque yatesx algunos trabajos que
aplican la técnica de CE, generalmente, con deétecespectrofotométrica indirecta,
para la determinacion de bifosfonatos (ver tabig ho se ha descrito todavia ninguna
metodologia para el estudio de bifosfonatos basada combinacion de la separacién

por CE con la deteccion especifica del fosforo e ICP-MS.

En consecuencia, en este apartado consideranmoters llevar a cabo estudios
preliminares que permitan establecer el potendialitico de la técnica hibrida de CE-
ICP-MS para la separacion y determinacion de lissfuinatos de interés (alendronato
y clodronato)
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IV.3.2.1. Optimizacién de la medida de P mediantedP-MS.

Como paso previo al estudio de la separacion refecética de los dos
bifosfonatos de interés, se realizé una optimizadié la deteccién d&P con el equipo
de ICP-MS de tipo cuadrupolo con celda de colisgaucion (modelo iCAP-Q, Thermo
Fischer Scientific) mediante la inyeccién direceaabluciones estandar de 100 ng/mL
de P preparadas por dilucién de una disoluciéropaiara ICP de 1000 mg/L de acido
fosférico puro (TraceCert, Fluka). Se evaluaroemintes modos de trabajo del plasma
en funcion de la energia del mismo: plasma “frioplgsma “caliente”, ademéas de
diferentes modos de trabajo del equipo con el fn adrregir las interferencias
poliatdbmicas que afectan a la medida @&t modo estandar, tecnologia de celda de

colision y discriminacién por energia cinética.

En el modo estdndar (STD) las interferencias fibtiicas no se pueden
corregir. La Unica manera de impedirlas o minimigarefecto consiste en eliminar el
origen de las mismas y, si esto no es posible (cemen este caso) maximizar al
maximo la relacién de la sefial é# frente al fondo. Para ello, se deben optimizar
convenientemente las diferentes condiciones dejoatel ICP-MS (basicamente flujos
de gases y distancia del punto de muestreo ent@chn). Las condiciones mas
adecuadas resultaron ser las siguientes: 14 L/migad plasmogeno, 0,8 L/min de gas
auxiliar, 1,1 L/min de gas portador y 6,2 mm deatisia entre interfase y antorcha
(distancia del punto de muestreo de la antorchi#d)zdhdo estas condiciones se trabajo
en condiciones de plasma “caliente” y “frio”. Pa&@nseguir el plasma “caliente”, la
potencia de radiofrecuencias aplicada fue de 155@ni&htras que para trabajar en las
condiciones de plasma “frio” la potencia fue de W0 Generalmente, se considera
plasma frio, a valores proximos o inferiores a ®00sin embargo, en este caso, debido
al elevado potencial de ionizacion del P, esta nmige seria insuficiente para su

ionizacion, por lo que se han fijado como “plasmia’flos 900 W.

Por otro lado, el modo con tecnologia de celdacadl&ion (CCT) permite
eliminar interferencias poliatdbmicas mediante @ de una celda de colisién/reaccién
(CRC) presurizada con un gas (generalmente He, dNHx; 0 una mezcla de uno de
ellos en He) capaz de interaccionar o reaccionar las especies poliatbmicas no
deseadas, hecho que en cambio no ocurre con les i@t analito. Si el gas utilizado es
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reactivo, primeramente tendra lugar la colisiornysegundo lugar la reaccién. Por lo
tanto, todas las celdas de colisibn son tambiédasetle reaccion y viceversa. Los
mecanismos que pueden ocurrir dentro de la CRCrylgsocuales las interferencias
poliatbmicas son eliminadas, son principalmentetrouadisociacién inducida por

colisidn, reaccion quimica, transferencia de cagrdéscriminacion por energia cinética
(KED). En nuestro caso, que es la determinaciér’'Be en el modo CCT se ha
empleado como gas reactivo en la celda una memel@antiene un 5 % de2kEn He a

un flujo de 6,0 mL/min.

Finalmente, en el modo de discriminacion por ei@ecinética (KED), los iones
poliatomicos y los iones de analito entran en ldacée colisién con la misma energia
cinética. Una vez dentro, los iones poliatomicasrthyor volumen que los del analito)
sufren méas colisiones por lo que su pérdida de gémecinética es mayor. Por
consiguiente, a la salida de la celda de colisi@nehergia cinética de los iones
poliatomicos serd menor que la de los analitos,|lpajue aplicando una barrera de
discriminacion de potencial, tal que los iones gdlnicos no la puedan superar, se
podran discriminar los iones analito de sus interfeias. En este caso, dicha barrera de
potencial se aplica entre la salida de la celdaatision y el cuadrupolo analizador de
masas. Usando la diferencia de potencial entres edds puntos, serad por lo tanto
posible discriminar las interferencias poliatomiceslos iones analito que aun tengan
energia cinética suficiente para pasar al deteeama conseguir este efecto el potencial

gue se ha aplicado para el modo KED es de +3V.

En la Tabla IV.18 se recogen los pardmetros ingniaies utilizados para la
medida del P por ICP-MS en los diferentes modasatsjo ensayados.

Tabla 1V.18. Parametros instrumentales utilizados para la metkdi® por ICP-MSde tipo cuadrupolo
con celda de colisidn/reaccion.

1550 W (plasma caliente)

Potencia de radiofrecuencia 900 W (plasma frio)

Flujo de gas plasngenc 14,0 L/min,

Flujo de gas portador 0,8 L/min

Flujo de gaauxiliar 1,1L/min

Distancia de muestreo 6,2 mm

Modo de operacion STD
5% de Hen He aun

ccT flujo de 6,0 mL/mir
EKD +3V
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Por lo tanto, para evaluar las condiciones de jwathel ICP-MS méas adecuadas
para la medida del fésforo se compararon los Igrdte deteccion obtenidos en cada una
de las condiciones de trabajo de la Tabla IV.18&£Emites de deteccidn se calcularon

haciendo uso de la ecuacion de Bourffdns

LD = (3 X RSDgrancc X Corp X Ipranco) /[100X (Irp — Ipraveo )]

Donde,

RSDsLanco Es la desviacion estandar relativa de la sefapgoduce el blanco

Csto Es la concentracion de estandar que se utilimgadcular el limite d deteccion
IsLance Es la sefal que produce el blanco, medida emigmas condiciones que la
solucién estandar

Isto Es la sefial medida que produce la disoluciomédsata

Los resultados de limites de deteccidon obtenidoss®ggen en la Tabla IV.19.

Tabla IV.19. Limites de deteccion obtenidos para’® por inyeccién directa en funcion de diferentes
modos de operacion del ICP-MS.

MODO DE | CONDICIONES LD
OPERACION | DEL PLASMA (ng/L)
STD Frio 3,7
STD Caliente 0,5
CCT Frio 2,2
CCT Caliente 0,9
KED Caliente 1,6

A la vista de los resultados de la Tabla IV.1% adaro que aunque el uso de
plasma “frio” (Potencia de radiofrecuencias de 90Dse puede entender como una
rapida aproximacion para intentar mejorar la seligdiol de la deteccién (evitando la
formacion de potenciales interferencias poliatésiicae se podrian generar en el
proceso de ionizacion de la muestra a energiasetagadas a 900 W), debido al alto
potencial de ionizacion del fosforo, se necesitéasaenergias para su ionizacién que
hacen indispensable el uso del plasma “caliené’y(tomo demuestran los valores del
limite de deteccion obtenidos). A pesar de ellapsxisten problemas de sensibilidad,
el plasma frio si que podria ser una buena aprakimacon el fin de reducir las
principales interferencias poliatomicas para m/zI&4 cuales vendrian principalmente
de la formacién de las siguientes especies polia&sn °N1€O*, “N6O'H* vy
12C1801H+.
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Por otro lado, en la Tabla V.19 se puede comprghba los mejores limites de
deteccién se obtienen trabajando en el modo estapolalo que este sera el modo de
trabajo utilizado durante el acoplamiento de latetdoresis capilar al ICP-MS para la

monitorizacién dé'P en la separacion de los bifosfonatos en estudio.

IV.3.2.2. Acoplamiento CE-ICP-MS.

Una vez establecido el modo de trabajo mas adecpadh medir P mediante
ICP-MS, se estudi6 el acoplamiento de la electesfisrcapilar al equipo de ICP-MS.
Este acoplamiento no es tan sencillo como en el dasacoplamiento HPLC-ICP-MS;
ya que en esta caso, como se ha puesto de manifieda Introduccion, se necesita
una interfase que permita a la vez: el transpditaz de los analitos al plasma sin
ensanchamiento de los picos ni perdidas de resolu@ insercion de una conexion
eléctrica en el final del capilar de separacién actéle de catodo; y la introduccion de
un flujo electrolitico auxiliar (“make-up”), con j@io de obtener los flujos requeridos
para el buen funcionamiento del ICP-MS, cerrarigdugdo eléctrico y disminuir el
efecto de autoaspiracion del nebulizador cuandatiszan nebulizadores pneumaticos

convencionales.

La interfase utilizada en nuestros estudios parseguir el acoplamiento del
equipo de CE (modelo HP 3D-CE, Agilent Technologmm el equipo de ICP-MS de
tipo cuadrupolo con celda de colision/reaccion (CR@odelo ICAP-Q, Thermo
Fischer Scientific) se muestra en la Figura |.7.dsta interfase comercial el capilar
electroforético se introduce a través de una pe&rdorma de “T”, por el canal por
donde discurren las disoluciones de un nebulizdddtujo concéntrico “Mira Mist CE”
hasta la punta de éste; de manera que no exigf@mefecto de succion. Por el extremo
inferior de la pieza en “T” se introduce, a tradésun tubo de teflén (0,76 mm d.i.) y
con ayuda de una bomba peristéltica, una disolug&non electrolito auxiliar (“make-
up”), que se mezcla con el tampdn electroforétipee (sale del capilar de separacién) en
la punta del nebulizador. Un hilo de platino entaoto con esta disolucién colocado en

el extremo inferior de la pieza en T actla comodai(ver Figura 1.7).
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Ademas, se sustituyd la mini camara de nebulipagie usualmente se usa con
el nebulizador “Mira Mist CE'(ver Figura 1.7), por una camara de fabricacioreas
cuyas prestaciones ya se han descrito con antEb¥. El disefio de ésta camara se

muestra en la Figura IV.30.

Quartz spray chamber

T

]
% 24 mm o.d.,

22 mm i.d.

X :
\

Spherical joint Additional gas inlet
(18 mm o.d.) (3mmi.d., 5mm o.d., 25 mm)

Figura I1V.30. Camara de nebulizacion de fabricacion ca&8enatilizada en el acoplamiento CE-ICP-MS.

Esta camara de nebulizacion se acoplé a una tiedeansferencia, que une la
camara de nebulizacién con la antorcha del plaswando ambas posiciones no se
encuentran enfrentadas formando un &ngulo de t8&%q( es este caso). Esta linea de
transferencidambién es de fabricacion casera y tiene un caoumo (como se puede
ver en la Figura 1V.31), evitando formar un 4ngdéo90°, lo que facilita la llegada del
gas a la antorcha del plasma, previniendo asindigs de muestra (cuya cantidad de
por si ya es baja, debido a que el flujo que sateepcapilar de electroforesis es muy
bajo, del orden de los nL) debido al choque o aiisordel aerosol con las paredes de la
linea de transferencia.
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Linea de
transferencia

Camara de_——*
nebulizacion

Figura IV.31. Linea de transferencia que une la camara deimabidin con la antorcha del plasma.

Utilizando esta interfase se trabajé con un fligogas portador de 0,8 L/min y
se afiadié un flujo de gas adicional de 0,45 L/rairttavés del orificio de 3 mm de
didmetro interno que posee la camara de nebulizgegr Figura 1V.30). El aporte de
este gas favorece la transferencia del aerosobdashlida del capilar de electroforesis
en la punta del nebulizador hacia la antorcha kdsinpa. Las condiciones de trabajo del
plasma fueron: potencia de radiofrecuencias de ¥85fujo del gas plasmoégeno de 14
L/min y flujo de gas auxiliar de 1,1 L/min. El “madup” utilizado, para cerrar el
circuito electroforético fue una disolucién de fi@mL de uranio en 2 % HN{Ocon un
5 % de acetonitrilo, a un flujo de 0,6 mL/h. El ude una pequeiia cantidad de
acetonitrilo en el “make-up” mejora las caractérést del aerosol formado, ayudando
asi a conseguir una mejor sensibilidad. Ademasmglleo de una disolucion de uranio
(2,0 pg/mL) permite comprobar en todo momento sicelplamiento CE-ICP-MS esta
funcionando correctamente mediante la monitorizadeléorma continua de la sefial de
238U.
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IV.3.2.3. Optimizacion de la separacién electrofotéa.

Teniendo en cuenta los valores de los pKa daldssbifosfonatos en estudio
(ver Apartado 1V.3.1.2.) esta claro que su sepamnage puede llevar a cabo mediante la

modalidad electroforética mas sencilla, que eselet®foresis capilar de zona (CZE).

Por tanto, se procedié a estudiar la separadexctreforética de alendronato
(ALE) y clodronato (CLO) mediante CZE. Para elle, &ilizé un capilar de silice
fundida de 50 cm de longitud, con un diametro imdedle 75um. Los capilares nuevos
se acondicionaron enjuagandolos con agua MilliCualier 20 minutos, seguido de una
disolucién de NaOH 0,1 M durante 1 hora y finalneent Gltimo enjuague de nuevo
con agua MilliQ durante 20 minutos. Al principio deda jornada, se procedio a lavar el
capilar con el electrolito utilizado en la sepabacelectroforética durante 30 minutos.
Entre medidas, el capilar se enjuaga con agua @ufaminutos, seguido de un ultimo
acondicionamiento con el electrolito de trabajoadi® otros 2 minutos. De esta manera

se consigue una adecuada repetibilidad de las asdid

Como electrolito de trabajo se ensayaron lasieiges disoluciones tampon:
acetato de amonio 10 mmol/L y 5 mmoL/L (pH 4,9)etato de amonio 10 mmol/L
(pH 7,0) y bicarbonato amonico 10 mmol/L (pH 8,B). potencial aplicado fue de
+30kV, la temperatura del capilar de 25 °C y kedeon se llevd a cabo mediante ICP-
MS monitorizando eP'P en las condiciones de trabajo del ICP y de larfindée ya
resefiadas en el apartado anterior. En estas comelécide trabajo se inyectdé una
disolucién patron acuosa mezcla de los dos anaitasha concentracién de 100 pg/mL
de cada uno de ellos. La inyeccién se realizé Hidaomicamente, mediante la

aplicacién de una presion de 50 mbar durante 10 s.

Se observé que solo se obtienen sefiale$'Rlecuando se trabaja con la
disolucion de bicarbonato amdénico 10 mmol/L (pH)8EXsto es asi debido a que a pH
8,3 las moléculas de bifosfonato se encontrardgadas negativamente debido a la
desprotonacion de sus hidrogenos &cidos, por lo @ueser especies cargadas
negativamente migran hacia el polo positivo (anoBeyo como el pH es muy elevado,
el FEO también es elevado y es capaz de arragaspecies cargadas negativamente

hacia el catodo donde esta situado el detectorMSR
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Por tanto, se seleccioné la disolucion acuosaickrbdomnato amonico (pH 8,3)
como electrolito de trabajo para todos los estugiosteriores y se investigo el
comportamiento electroforético de los analitosalar la concentracion de bicarbonato
amonico en el rango de 2 hasta 10 mmol/L. El pkhaatiene siempre en un valor de
8,3. Se observé que a medida que disminuye la otmacgn del electrolito de trabajo,
los tiempos de migracion de los analitos disminyyer sin que se pierda la resolucion
entre ellos. De manera que trabajando a una caacér 4 mmol/L de NkHCOs (pH
8,3) se consigue obtener una situacion de compeoogmsla cual tanto el alendronato
como el clodronato presentan unos tiempos de nidgrag una forma de picos
aceptables, tal y como se muestra en el electigif@nmma de la Figura 1V.32. En dicho
electroferograma el alendronato migra con un tieaganigracion de 3,2 minutos y el
clodronato con un tiempo de migracién de 5,8 misutoecho que se comprobd

inyectando cada compuesto por separado.

1000000 - ALE
900000 -
800000 - cLo
700000 -
600000 -
500000 -

cps

100000 -

300000
200000 -
100000

0 T T T T T T
0 2 4 6 3 10 12 14
minutos

Figura IV.32. Electroferograma de una disolucion patron de 100mpgde alendronato (ALE) y
clodronato (CLO) obtenido mediante CZE-ICP-MS es ¢andiciones de trabajo seleccionadas como

mas adecuadas
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IV.3.2.4. Caracteristicas analiticas.

Una vez establecidas las condiciones experimentaiés adecuadas para la
separacion de los dos bifosfonatos de interésdedeato y clodronato) mediante CZE,
se procedio a realizar una estimacion preliminaraldginas caracteristica analiticas
(linealidad, repetibilidad y limites de deteccioncyantificacion) de la separacion

desarrollada acoplada a la deteccién elementalrdedfante ICP-MS.

En primer lugar, se establecio el intervalo dediidad de la curva de trabajo
(area de pico en funcién de la concentracion) erntgrvalo de concentraciones
comprendido entre 10,0 ug/mL y 100,0 pg/mL de cadade los analitos. La ecuacion
de la curva de calibrado obtenida a partir de ldidagede las areas de pico para cada
concentracion se recogen en la Tabla IV.20 y maestna buena linealidad (r > 0,990)
en el intervalo ensayado. Por otro lado se pubderwar que los limites de deteccion y
cuantificacion se encuentran en el mismo orden dgnitud que en el caso de las
separaciones cromatograficas de bifosfonatos déisalas con anterioridad (ver Tabla
IV.17). Estos limites de deteccion y cuantificacifueron calculados como la
concentracion del analito que produce una sefal (@tura de pico electroforético)
equivalente a tres veces (diez veces para el LQuiglo de fondo” (ruido de la linea
base del electroferograma) para una inyeccion tiidéonica de 50 mbar durante 10
segundos.

Tabla 1V.20. Ecuacién y coeficiente de correlacion de las sedtacalibrado, limite de deteccion (LD) y
limites de cuantificacion (LQ) de las metodologésatrollada.

Bifosfonato Ecuacién_de la recta de ; LD® LQ®
calibrado (ug/mL) (ug/mL)

Alendronato y =1,436 x - 0,0485 0,9910 0,5(0,1) (0,2)

Clodronato y=1,178 x - 0,0254 0.9934 0,8 (0,2 2(0,6)

a = Entre paréntesis valores referidos a P

Finalmente se calcul6 la repetibilidad (n= 5) palralendronato a dos niveles de
concentracion (10 pg/mL y 100 pg/mL) obteniéndose GV de 6.8% y 2.9%,

respectivamente.

A la vista de estos resultados, se puede concler lg metodologia hibrida
CZE-ICP-MS presenta unas prestaciones similaras adnseguidas anteriormente con

la cromatografia liquida (tanto de intercambio aitid como de pares idnicos) acoplada
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al ICP-MS de alta resolucién, ya que los limitesdd&eccion estan en el mismo orden
de magnitud. Por lo tanto, esta metodologia propoacia resultados equivalentes,
pudiendo ser también apta potencialmente para tswaf@plicacion en el analisis de
preparados farmacéuticos de bifosfonatos. No otestaabe destacar que esta es una de
las primeras aplicaciones en las cuales el ICP-GV&P+Q de Thermo se ha podido
acoplar a CE para separar y cuantificar compuegtegposeen P (ademas trabajando en
su modo estandar) y ademéas se han conseguidoaresilsimilares a los que se han

obtenido con la cromatografia liquida acoplada E#MS de alta resolucion.
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De los resultados obtenidos en el primer capitlgb presente trabajo de

investigacion se puede concluir que:

» Se ha puesto a punto un método de separacion nedi#iC, en modo de
eluciébn en gradiente y deteccion UV, para nuevend@&os destinados al
tratamiento del VIH, pertenecientes a diferentesilfas de antirretrovirales, y
que por lo tanto son susceptibles de poder semsstnaidos a la vez a un mismo
paciente. Estos farmacos son: abacavir, nevirapafayirenz, tenofovir,
indinavir, amprenavir, atazanavir, ritonavir y logvir. EIl método desarrollado
es sencillo y permite la separacion de estos négweacos mas el estandar

interno seleccionado (clozapina) en 15 minutost@ma resolucion.

» Se ha desarrollado otro método de separacion ntedidiBLC-UV, en modo
elucion isocratico, basado en el anterior, coninetié poder separar algunos de
los farmacos ya comentados, ademas de otros &mtiirales de la familia de
inhibidores de la proteasa, ya que estos Ultimsdten de mayor interés clinico
debido a su amplio uso y sus numerosos efectogssamveEste nuevo método de
separacion es mas sencillo y permite resolver emigQtos el estandar interno
(clozapina) y diez farmacos antirretrovirales: repina, indinavir, amprenavir,

atazanauvir, ritonavir, lopinavir, saquinavir, efaviz, tipranavir y nelfinavir.

» Se ha optimizado un método de extraccion de todssahtirretrovirales de
interés y el estandar interno en muestras de pldamzano basado en una
extraccion sdlido-liquido con cartuchos C18 quaryiier obtener extracciones
cuantitativas (excepto para el tenofovir) y que arejlas prestaciones de la

técnica de extraccion liquido-liquido.

» Las dos metodologias desarrolladas basadas ereparpcion de la muestra
mediante extraccion solido-liquido y posterior sap#n y cuantificacion
mediante HPLC-UV (modo gradiente o modo isocraticpjesentan
caracteristicas analiticas, en términos de linadlicdsensibilidad, exactitud y

precision que hacen posible su aplicacién a lara@ecion de los niveles
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plasméticos habituales de esta clase de farmacosmumstras de pacientes

seropositivos.

» Las dos metodologias propuestas se han aplicadéxitona la determinacién de

ritonavir y lopinavir en una muestra real de unigmate seropositivo, al que se le
administra otra serie de farmacos ademas de logespundientes
antirretrovirales, observandose que no aparecen etncromatograma

interferencias a los tiempos de retencién de losspile interés.

De los resultados obtenidos en el segundo capitalopresente trabajo de

investigacion se pueden sacar las siguientes csinoks:

» Se ha demostrado que la técnica de MEKC-UV resattacuada para la

164

separacion, con muy buena resolucion, de diferdatesacos antirretrovirales.
De manera que dependiendo de las condiciones biajdrae pueden resolver
nueve farmacos: indinavir, saquinavir, atazanavielfinavir, efavirenz,
didanosina, raltegravir, tenofovir y amprenavirrmanos de 10 minutos u once
farmacos: nevirapina, atazanavir, indinavir, ritdna lopinavir, raltegravir,
darunavir, tenofovir, ampreanvir, estavudina y ¥igtina en menos de 10

minutos.

Se ha puesto a punto un método de extraccién sidjdmio con cartuchos C18
para la extraccion cuantitativa de muestras der@asumano de tres farmacos
antirretrovirales pertenecientes a tres familidsrentes, y que por lo tanto son
susceptibles de poder ser suministrados a la vez mismo paciente. Estos
farmacos son: nevirapina (inhibidor de la trandasp inversa no analogo de
nucleosido), indinavir (inhibidor de la proteasayajtegravir (inhibidor de la

integras y Unico farmaco de esta familia existentel mercado).

La metodologia propuesta que combina un proceureafgaracion de muestra
mediante extraccion sélido-liquido con la posteseparacion y cuantificacion
mediante  MEKC-UV presenta caracteristicas anaditican términos de

linealidad, sensibilidad, precisién y exactitud duaeen posible su aplicaciéon a
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la determinacion de los niveles plasmaticos haleitude esta clase de farmacos

en muestras de pacientes seropositivos.

De los resultados obtenidos en el tercer capitidb pfesente trabajo de

investigacion pueden destacarse las siguientedusioes:

» Se han puesto a punto dos metodologias cromatcasdfiasadas en la técnica
de HPLC de intercambio aniénico y HPLC de parescas) respectivamente,
para la separacién de dos farmacos (alendronatodyonato) pertenecientes a
la familia de los bifosfonatos que se utilizan pargrevencion y el tratamiento
de enfermedades relacionadas con la resorcion Ys#eas alteraciones que
provocan fragilidad 6sea como son: la osteopor@tisancer con metastasis
Osea, el mieloma mudltiple y la enfermedad de Pdgetomparacion de ambas
metodologias pone de manifiesto que el mecanismsegaracion de pares
iGnicos es superior al intercambio anionico, fundatalmente, en términos de

forma de picos ya que éstos son mas simétricos.

» El acoplamiento directo de las dos metodologiaklileC desarrolladas con la
deteccién mediante ICP-MS de alta resolucion (nooizéndo efP presente en
los bifosfonatos) ha demostrado resultar una egficainalitica adecuada para la
cuantificacion de los dos bifosfonatos de intendtardo costosas y laboriosas
operaciones de derivatizacién que tradicionalmesaterealizan con el fin de
poder detectar estos compuesto que no poseen gpasdforos en su

estructura.

» Las metodologias hibridas HPLC-ICP-MS desarrollageesentan limites de
deteccion de alrededor de 0,6 pg/mL (0,1 pg/mL)dg ®5 pg/mL (0,1 pg/mL
de P) para los dos farmacos de interés (alendropatiodronato) que son

suficientes para el para el andlisis de purezaefgapados farmacéuticos.
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» Se han llevado a cabo estudios preliminares quedbarostrado la posibilidad
de desarrollar una metodologia hibrida basada eoaglamiento directo de la
técnica de CZE con un equipo de ICP-MS como detesjpecifico de P para la
separacion y determinacion de bifosfonatos (aleratm y clodronato) con
limites de deteccion similares a los obtenidos amdi HPLC-ICP-MS
(alrededor de 0,5 pg/mL y 0,8 pg/mL para el alengto y clodronato

respectivamente).
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